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Zur Frage nach der Existenz von optisch aktiver Zimtsiure. 


Von 


Alex. MeKenzie und Agnes Gellatly Mitchell. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des University College, Dundee, 
Universitat, St. Andrews.) 


(Eingegangen am 15. Marz 1930.) 


Die Hypothese, nach der optische Aktivitat bei Verbindungen mit 
ungesaittigten Asymmetriezentren auftreten kann, wurde zuerst von 
Le Bel‘ aufgestellt und weiter von Erlenmeyer in einer Reihe in dieser 
Zeitschrift veréffentlichter Arbeiten vertreten. Die Tatsache, dab 
bisher keine Verbindungen dieser Art isoliert werden konnten, war, 
nach Erlenmeyer, der auBerordentlich geringen Stabilitaét zuzuschreiben, 
die diese Verbindungen gegeniiber ihrer Neigung zur Ra¢emisierung 
voraussichtlich zeigen sollten. 

Erlenmeyer und Hilgendorff? haben eine Methode veréffentlicht, 
nach der, wie sie angeben, eine optisch aktive Zimtsiure gewonnen 
wird. Das Ausgangsmaterial war Storax-Zimtséure, aus der iiber 
das Dibromid r-Phenylbrommilchsaure erhalten wurde. Die letztere 
wurde dann durch Cinchonin in ihre optischen Komponenten ge- 
spalten, und die optisch aktiven Sauren mit Natriumamalgam zu 
den d- und |-Phenyl-f-milchséuren reduziert. Die d- Phenyl -f- 
milchsiure (f - Hydroxy - f - phenyl - propionsiure) wurde ‘unter Er- 
warmen in maBig konzentrierter Salzsiure gelést. Nach dem Erkalten 
der Lésung wurde die abgeschiedene Zimtsiure in Alkohol geldést 
und eine Rechtsdrehung von ungefihr + 30’ festgestellt. Im Hin- 
blick auf die Wichtigkeit dieser Beobachtung ist es bedauerlich, daB 
die von Erlenmeyer und Hilgendorff angegebenen Einzelheiten so 
diirftig sind. Weder die angewandte Menge der d-Saure, noch die 
Menge der daraus erhaltenen Zimtséure ist angegeben. Ferner findet 
sich in der Mitteilung keine Angabe iiber die Konzentration der alkoholi- 
schen Lésung und iiber die Linge des Polarimeterrohres. Dieselben 
Autoren wiederholten das Experiment mit gréBeren Mengen d- und 


1 BL. [3] 8, 613, 1892. 
2 Diese Zeitschr. 35, 135, 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 221. 1 
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1-Phenyl-f-milchséure, aber die erhaltenen Zimtsaiuren wurden von 
ihnen selbst ,,meist als inaktiv’‘ befunden. 

Nun hat Erlenmeyer friiher gezeigt, daB d-Phenylbrommilchsaure 
unter Umkehrung des Drehungssinnes in Natriumphenoxyacrylat um- 
gewandelt werden kann, also: d-C,H,.CH(OH).CHBr.COOH, 
([a],) = + 22,69) — 1-C,H;.CH.CH.COONa ({a], = — 157,89). 

\ 4 
0 

Auf Grund dieser Beobachtung versuchten Erlenmeyer und Hilgendorff 
den zahlenmaBigen Drehwert ihrer schwach aktiven Zimtsdure zu er- 
héhen. In ihrem ersten Versuch wurde die aus 1-Phenyl-f-milchsiure 
erhaltene Zimtsiure in das Dibromid verwandelt, von dem 2,3 g im 
Dampfstrom erhitzt wurden, und die entstandene Lésung von Pheny!l- 
brommilchsaure mit Natronlauge behandelt und so in Natriumphenoxy- 
acrylat verwandelt. Die erhaltene Lésung (40 ccm) gab eine Rechts- 
drehung von + 4’ in einem 2-dm-Rohr. Das Vorzeichen der Drehung 
hatte sich also bei der Umwandlung der 1-8-Phenyl-f-milchsaiure in 
Natrium-d-phenoxyacrylat umgekehrt. 

Ebenso betrug die Drehung wisseriger Lésungen des Natrium- 
phenoxyacrylats aus d-Phenyl-f-milchsiure in verschiedenen Ver- 
suchen — 8’, — 15’ und — 25’. Auch hier wurde wieder der Wechsel 
des Drehungssinnes beobachtet, wobei die festgestellten Werte auBer- 
halb der Grenze der Versuchsfehler lagen. Aber auch hier ermangeln 
leider die experimentellen Einzelheiten in den Angaben von Erlenmeyer 
und Hilgendorff der Genauigkeit. Die Autoren schlieBen diesen Ab- 
schnitt ihrer Arbeit mit der Bemerkung: ,,Diese Vorversuche lassen 
kaum einen Zweifel, dab die aus aktiven Phenylmilchsaéuren ent- 
stehenden Zimtsauren zu einem geringen Teil molekulare Asymmetrie 
besitzen miissen, die sich durch die Drehung der aus ihnen gewonnenen 
phenoxyacrylsauren Natriumsalze zu erkennen gibt.“ 

Die Folgerungen aus diesen Beobachtungen sind von so grund- 
sitzlicher Bedeutung, daB ihre Bestatigung durch andere Forscber sehr 
erwiinscht war. Darum haben wir uns bemiiht festzustellen, ob diese 
Folgerungen auf einer sicheren experimentellen Grundlage beruhen, 
konnten aber keinerlei Beweise zur Bestatigung der Ansichten von 
Erlenmeyer beibringen. Unsere Resultate sind im Versuchsteil dieser 
Arbeit angegeben. 

In friiheren Arbeiten haben wir den EinfluB von Lésungsmitteln 
auf die ]-Menthyl und d- und 1-Bornylester von Ketosauren bescbrieben, 
und zwar wurde in einer Reihe von Fallen Mutarotation beobachtet'. 
Es wurde die Ansicht ausgesprochen, daB die Faille, in denen Muta- 


1 McKenzie und Mitchell, diese Zeitschr. 208, 456, 471, 1929. 
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rotation beobachtet wurde, durch die Hypothese der asymmetrischen 
Induktion erklart werden kénnten. Aber wir wollen noch einmal nach- 
driicklich feststellen, daB unsere Anschauungen mit groBer Zuriick- 
haltung ausgesprochen wurden, und daB wir die Vorstellung einer asym- 
metrischen Induktion lediglich als Arbeitshypothese benutzen. Nun hat 
Erlenmeyer angegeben, daB sowohl d- als auch 1|-Zimtsiure durch 
asymmetrische Induktion erhalten werden kénnen!. Wir haben dem- 
gemaB die Drehung von1-Menthylcinnamat mit verschiedenen Alkoholen 
als Lésungsmittel untersucht. Wenn unter dem EinfluB der |-Menthyl- 
gruppe eine asymmetrische Induktion stattfainde, hatte méglicherweise 
Mutarotation aufgefunden werden kénnen. In keinem Falle haben 
wir die geringste Mutarotation gefunden, so daB also unsere Versuche 
in dieser Richtung keinerlei Stiitze fiir die Annahme einer asymmetri- 
schen Induktion bieten. 


Versuchsteil. 


McKenzie und Humphries® stellten r-8-Hydroxy-8-phenylpropion- 
siure durch Einwirkung von Bromwasserstoff auf Zimtsiure und Zer- 
setzung der entstehenden £-Brom-f-phenylpropionsaéure mit Wasser dar. 
Sie stellten fest, daB es gleichgiltig ist, ob synthetische oder Storax- 
Zimtsaure als Ausgangsmaterial der Darstellung verwendet wird. 


Fur die vorliegende Arbeit wurde synthetische Zimtséure in ihr 
Dibromid und dieses nach den Angaben von Erlenmeyer in r-B-Hydroxy- 
f-phenylpropionsaure verwandelt. Die Trennung der racemischen 
Saure (F. = 92 bis 93°) in ihre optisch aktiven Komponenten wurde 
mit Morphin nach der bequemen Methode von McKenzie und 
Humphries? durchgefiihrt. Die 1-Saure schmolz in Ubereinstimmung 
mit dem friiher angegebenen Wert bei 115 bis 116° und gab bei der 
polarimetrischen Untersuchung in Athylalkohol die folgenden Werte: 


1 = 2, c = 5,1815, at) = — 1,93°, [a]}) = — 18,6°. 


Das stimmt iiberein mit dem friiher gefundenen Werte, namlich 
[a];) = — 18,9° unter ahnlichen Bedingungen. 


Es stellte sich heraus, daB man gute Ausbeuten an Zimtsaure aus 
1-8-Hydroxy-f-phenylpropionsaure bekommen kann, wenn man diese 
3 Stunden mit 8n Salzsiure (75cem pro Gramm Oxysiure) auf 80° 
erhitzt. 


Versuch 1. 1,8 g 1|-8-Hydroxy-f-phenylpropionsiure wurden unter 
den angegebenen Bedingungen mit Salzsiure erhitzt. Nach dem Er- 
kalten schieden sich 1,54g Zimtsaéure aus. Diese wurden polarimetrisch 


1 Diese Zeitschr. 64, 296, 1914; 97, 198, 1919. 
2 Journ. Chem. Soc. London 97, 121, 1910. e 
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in athylalkoholischer Lésung bei den Wellenlingen 5461 und 5893 
untersucht. Bei | = 2 und c = 7,692 wurde keine optische Aktivitat 
beobachtet. 


Versuch 2. 6g 1|-Oxysaure gaben bei ahnlicher Behandlung mit 
Salzsiure 4,9 g Zimtsiure. Bei gleicher Untersuchung wie oben (1 = 2, 
¢ = 7,5256) in Athylalkohol wurde keine optische Aktivitat gefunden. 


Versuch 3. 6,1 g 1-Oxysaure gaben 5,1 g Zimtsiure. Wieder wurde 
in athylalkoholischer Lésung keine optische Aktivitat gefunden (1 = 2, 
e = 7,5175). 

Die bei diesen Versuchen erhaltene Zimtsiure wurde dann den 
folgenden Umwandlungen unterworfen: Zimtsiure—Dibromzimtsdure 
~a- Brom -£ - hydroxy-f-phenylpropionsiure—Natriumphenoxyacrylat. 
Die Bromierung wurde durch allmahliche Zugabe eines geringen Uber- 
schusses von Brom zu der in wenig Schwefelkohlenstoff suspendierten 
Zimtsaure und dreitagiges Stehenlassen der Mischung bei 0° im Dunkeln 
bewirkt. Die Dibromzimtsaure wurde abfiltriert und ein Dampfstrom 
eingeleitet, bis die Lésung klar war. Die im Kolben zuriickbleibende 
Lésung von «-Brom-f-hydroxy-f-phenylpropionséure wurde dann mit 
Natronlauge alkalisch gemacht, auf ein geringes Volumen einge- 
dampft und mit einem geringen Uberschu8 an Natronlauge auf 
100° erwirmt zur Bildung des Natriumphenoxyacrylats. 1,5 g Zimt- 
siure vom Versuch 1 und 3g vom Versuch 2 wurden gemischt 
und in der oben beschriebenen Weise in Natriumphenoxyacrylat 
umgewandelt. Von 8ccm dieser Lésung wurden 0,61 g feste Substanz 
abfiltriert und in einer Lésung von gleichem Volumen Athyl- 
alkohol und Wasser polarimetrisch untersucht. Fiir a4, und a45;¢ 
(l= 4, e¢ = 2,03) wurde keine optische Aktivitat beobachtet. Die 
Mutterlauge von dieser Fraktion wurde in wasserigem Alkohol gelést 
und auf 40ccem aufgefiillt; bei der Untersuchung von 30 ccm dieser 
Lésung in einem 4-dm-Rohr mit der griinen Hg-Linie wurde keine 
optische Aktivitat gefunden. 


Die 5g Zimtsiure vom Versuch 3 wurden einer ahnlichen. Be- 
handlung unterworfen. Es wurde keine optische Aktivitat beobachtet, 
wenn das gesamte gebildete Phenoxyacrylat in wiasseriger Lésung in 
einem 4-dm-Rohr auf a4, und a9) untersucht wurde. 


EinfluB von Lésungsmitteln auf die optische Aktivitat 
von l-Menth ylcinnamat. 


1-Menthylcinnamat, dargestellt aus synthetischer Zimtsaure, wurde 
unter vermindertem Druck destilliert und gab die folgende Drehung 
in Chloroform, 1 = 2, ¢ = 3,7175, a} = — 4,46°, [a] = — 60,0°, ein 
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Wert, der mit dem von Hilditch! angegebenen, namlich [«];) = — 59,9° 
fiir c = 5, gut tibereinstimmt. 

Der obige Drehwert in Chloroform zeigte nach siebentagigem Auf- 
bewahren der Lésung keine Anderung. 

Dann wurde die Wirkung anderer Lésungsmittel untersucht. 





” ve 25 25 25 25 25 25 
Lisungsmittel ] c Ose Oh a 90 [a Roce Scone [a loose 


Benzol ... 2 3,122 —547°—87,6° — _ -- — 
Methylalkohol 4 3,0056 — 9,57 — 79.6 _— - — - 
Athylalkohol. . 4 38,0434 — 9,23 — 75,8 — 819° — 67,3° — 14,77°|— 121,3° 
Iso-butylalkohol 4 3,128 — 8,82 


Der verwendete Isobutylalkohol war schwach optisch aktiv 
(%54¢: = — 0,069, 1=4). Er war also nicht ganz rein. Die be- 
obachteten Drehwinkel der obigen Lésungen waren nach einer Woche 
unverandert. 

Der Ester selbst wurde ohne Lésungsmittel 7'/, Monate bei ge- 
wohnlicher Temperatur aufbewahrt und wurde dann in athylalkoholi- 
scher Lésung untersucht. Die beobachtete Drehung war dieselbe wie 
zuvor. 


Zusammenfassung. 


Wir konnten keinerlei Beweise dafiir erbringen, daB Zimtsaure in 
optisch aktiven Modifikationen existieren kann. 


Die Verfasser sagen dem Carnegie-Trust der Schottischen Universitaten 
sowie den Imperial Chemical Industries, Limited, ihren Dank fiir die bei 
der Durchfiihrung der Untersuchung geleistete Unterstiitzung. 


1 Journ. Chem. Soc. London 938, 6, 1908. 

















Uber die 
Wirkung von Ergosterinacetatverfiitterung bei Kaninchen. 


Von 
Irvine H. Page und Wilh. Menschick. 


(Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie, Miinchen.) 


(Eingegangen am 15. Marz 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Verteilung von Ergosterin im Organismus, wenn es in der 
Form einer Mischung des bestrahlten und unbestrahlten Produktes 
(Vigantol) gegeben wird, wurde von einem von uns studiert!. Dabei 
tauchten drei Fragen auf: 1. Bringt Ergosterin selbst giftige Wirkungen 
im tierischen Kérper hervor in Mengen, die den bei der Verfiitterung 
des teilweise bestrahlten Produktes aufgenommenen entsprechen ? 
2. Ist die Verteilung im Tierkérper die gleiche? 3. Werden Ester des 
Ergosterins leicht resorbiert ? Um diese Fragen zu beantworten, wurde 
folgendermaBen vorgegangen. 


Methode. 


1 Jahr alte Kaninchen wurden jeden zweiten Tag mit einer Lésung 
von Ergosterinacetat (Merck) in Olivenél (3 cem entsprechen 0,020 g) 


Tabelle I. 
Ergosterin-Acetatbehandlung. 








Gewicht 
Kaninchen Dosis Gefiittert | her nachher Anmerkungen 
mg Tage g g 
2431 420 49 2220 1490 Starb im Gefolge einer einen 
Monat dauernden Enteritis 
2430 600 74 2220 2160 Leichte Pneumonie 
2453 840) 98 2470 2980 Getitet 


2451 960 112 2490 2700 ‘ 


1 I. H. Page, diese Zeitschr. 220, 420. 1930. 
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durch einen Magenschlauch gefiittert. Die Tiere wurden nach der 
ublichen Laboratoriumsdiat (Riiben, Hanf und Hafer) ernahrt. Nachdem 
die volle Dosis an Ergosterinacetat verabreicht war, wurden die Tiere 
entblutet, nach der Sektion einer pathologischen Untersuchung unter- 
zogen und die chemischen Untersuchungen unmittelbar nach dem 
Tode ausgefiihrt. 


Sektionsbefunde. 


Nr. 2431. Das Versuchstier bekam 1 Monat vor dem Tode eine schwere 
Enteritis, die bis zum Tode zunahm. Das Tier war enorm abgemagert und 
der ganze Korper praktisch frei von sichtbarem Fett. Peritoneum normal, 
die Eingeweide zeigten geringgradige Entziindung. Milz extrem klein, 
Leber klein mit stark vergr6éBerter Gallenblase, Nebennieren sehr groB 
mit kleinem Mark, Nieren und Herz normal, Lunge pramortale Pneumonie. 
Die Aorta zeigte drei kleine, aber deutlich hervortretende, verkalkte Zonen, 
eine am Bogen, eine am absteigenden Ast der Aorta thoracica und eine 
an der Miindung der NierengefaBe. Die Verainderungen gleichen denen, die 
man bei Uberdosierung mit bestrahltem Ergosterin zu sehen bekommt, 
sind aber sehr klein. 


Mikroskopische Befunde. 


Typische Mediaverkalkung in den makroskopisch hetvorstehenden 
Partien. Nebennierenrinde deutlich hypertrophisch, die Zellen mit Fett- 
substanz angefiillt. In der Niere Exsudat in der Bawmannschen Kapsel. 


Nr. 2430. Tier entblutet (Sektion ausgefiihrt von Prof. Dr. Fleisch- 
mann, Berlin). Nur in der Lunge einige pneumonische Herde, im Herzen 
eine sehr geringgradige fibrinése Pericarditis. Sonst Organe normal. 


Nr. 2453. Tier entblutet. Makroskopisch alle Organe normal. Die 
Nebennieren im ganzen hypertrophisch, bei kleinem Mark. Die mikro- 
skopische Untersuchung bestatigt die Hypertrophie der Rinde; ihre Zellen 
sind mit lipoidem Material iiberladen. Die iibrigen Organe auch histologisch 
normal. 


Nr. 2451. Tier entblutet. Alle Organe makroskopisch -und mikro- 
skopisch normal. Nebennieren hypertrophisch und mit lipoidem Material 
angefiillt. 


Urinuntersuchung. 


Der Urin aller Tiere wurde bis zu 6 Liter gesammelt. Diese wurden auf 
1,5 Liter eingeengt und zuerst mit Ather, dann mit Chloroform vollstandig 
extrahiert. Der Extrakt wurde eingeengt, mit alkcoholischer NaOH verseift 
und der unverseifbare Anteil mit Ather extrahiert. Nach dem Verdampfen 
des Athers kristallisiert eine kleine Menge einer Substanz aus, die ihrer 
Kristallform nach Cholesterin ist. Zur Priifung auf Ergosterin wurde diese 
kristallinische Masse in | ccm Dichlorathylen gelést und 4, ccm gesittigter, 
wasseriger Trichloressigsiure zugefiigt; Ergosterin konnte nicht nach- 
gewiesen werden. Der Urin war auch frei von EiweiB, Zucker und Gallen- 
farbstoff. Die Liebermann-Burckhardsche Cholesterinreaktion im Extrakt 
war schwach positiv. 
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Ergosterin in den Organen. 

Es wurde die Methode von Page (1. c.) angewendet. Die Bestimmung 
beruht auf der Entstehung einer blauen Farbe, wenn das extrahierte 
Material in Dichlorathylen gelést und mit Trichloressigsiure ver- 
setzt wird. 

Tabelle II. 


Ergosteringehalt der Organe nach Verfiitterung. 





Kaninchen Trockengewicht tehalt in °/, 
Nr. a y der oo te 

9431 | Leber 0.605 0.001 5 

— \ Nebenniere 0,091 0,005 5 

ong i Leber 0,800 0,000 53 

Pa | Nebenniere 0,203 Spur 

2451 | Leber 0,680 0,015 

me Nebenniere 0,200 Spur 


Man sieht, daB Ergosterin in nicht unbetrichtlichem Grade sowohl 
in der Leber als in der Nebenniere gespeichert wird. Dies stimmt mit 
unseren friiheren Ergebnissen iiberein, wo grobe Vigantolmengen (teil- 
weise bestrahltes Ergosterin) an Kaninchen verfiittert worden waren 
(Page, 1. ¢.). 

In jenen Versuchen war das Ergosterin auch im Gehirn gespeichert 
worden, was sowohl kolorimetrisch als auch spektrographisch nach- 
gewiesen worden war. In den vorliegenden Versuchen, in denen das 
Ergosterinacetat verfiittert wurde, haben wir nur die spektrographiscle 
Methode benutzt. Sowohl die Isolierung und Reinigung der Chole- 
sterine aus den Gehirnen als auch die Aufnahme ihrer Lichtabsorptions- 
kurven wurde ebenso wie in der erwihnten Arbeit ausgefiihrt. In der 
Abbildung sind die so erhaltenen Absorptionskurven der Gehirn- 
cholesterine und dazu zum Vergleich die entsprechenden Kurvenstiicke 
fiir reinstes Cholesterin und fiir Ergosterin, fiir letzteres mit auf 4/999 
verkleinerten k-Werten (die Igk um 3,0 verkleinert) aufgetragen. 


Die Kurven | und 2, die mit Ergosterinacetat gefiitterten Kaninchen 
entsprechen, zeigen sehr deutlich das Ergosterinmaximum bei etwa 
280 my (und schwach angedeutet auch das bei etwa 270 my), und zwar 
in einer Hohe, die auf einen Ergosteringehalt von etwa '/, bis etwa '/," 
im Cholesterin schlieBen laBt (Ig k,,,,. um 0,7 bzw. 0,6 gréBer als lg ky... 


max. 


der '/,,°., Ergosterin entsprechenden Kurve 9). Auch fiir das dritte 
mit Ergosterinacetat gefiitterte Kaninchen wird durch Kurve 3, die 
gerade noch ein schwaches Maximum bei 280 my erkennen laBt, die An- 
wesenheit von Ergosterin im Gehirncholesterin wahrscheinlich gemacht 
(gréBenordnungsmaBig 1/,,°.,). Wahrend dagegen die Kurven 5, 6 
und 7 fiir normale Kaninchen nennenswerte Mengen von Ergosterin mit 
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Sicherheit ausschlieBen (Kurve 7 weniger als '/,,°.,, Kurve 6 weniger 
als '/,)°,), laBt Kurve 4 einen einigermaBen sicheren SchluB auf die 
An- oder Abwesenheit von Ergosterin im Gehirn nicht zu. 

















i > 
230 250 Amps—> 300 320 


Abb. 1. 

Kurve 1: Kaninchen Nr. 2451, mit Ergosterinacetat gefiittert (960mg in 112 Tagen). Das aus 
dem Gehirn isolierte Cholesterin dreimal aus Hexan umkristallisiert und in alkoho- 
lischer Lésung gemessen. 

Kurve 2: Kaninchen Nr. 2453, mit Ergosterinacetat gefiittert (840mg in 98 Tagen). Das aus 
dem Gehirn isolierte Cholesterin dreimal aus Hexan umkristallisiert und in alkoho- 
lischer Lisung gemessen. 

Kurve 3: Kaninchen Nr. 2431, dito (420mg in 49 Tagen). Das Cholesterin zweimal aus Hexan 
umkristallisiert und gemessen. 

Kurve 4 bis 7: Normale Kaninchen. Das Cholesterin aus den Gehirnen bei 4, 6, 7 je dreimal, 
bei 5 zweimal aus Hexan umbkristallisiert und in alkoholischer Lisung gemessen 

Kurve 8: Zum Vergleich das entsprechende Stiick der Absorptionskurve von reinem, zweimal 
iiber das Dibromid gereinigtem Cholesterin, umgerechnet nach der von R. W. Pohl! 
gemessenen Kurve. 

Kurve 9: Ergosterinabsorptionskurve mit auf !), 99,9 verkleinerten k-Werten, also z. B. scheinbare 
Absorptionskurve einer vollkommen durchlissigen Substanz mit 1/;9°/ igem Ergosterin- 
gehalt. 


1 R. W. Pohl, Nachr. d. Gesell. f. Wiss. Géttingen 1926, S. 142, 185, 
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Diskussion. 


Es ist offensichtlich, daB Ergosterinacetatverfiitterung bei maBiger 
Dosierung nicht die extremen Giftwirkungen zeigt, die beim bestrahlten 
Ergosterin beobachtet werden. AuBer einer Hypertrophie der Neben- 
nierenrinde findet man bei der pathologischen Untersuchung kaum 
Anzeichen dafiir, daB tiberhaupt Ergosterinacetatverfiitterung statt- 
gefunden hat. 

Nebennieren, Leber und Gehirn scheinen auch hier wie bei Vigantol- 
verfiitterung die Ablagerungsstellen fiir Ergosterin zu sein. Es sei 
darauf hingewiesen, daB man diese Substanz wohl dazu verwenden 
kénnte, um den Weg zu verfolgen, den ein Sterin beim Stoffwechsel 
im Kérper einschlagt, da sie normalerweise nicht in so groBer Menge 
vorkommt, daB sie die bequem ausfiihrbare quantitative Bestimmung 
stéren kénnte. 

Ferner geht aus den Untersuchungen hervor, daB der Essigsaure- 
ester des Ergosterins leicht resorbiert wird. Die Absorptionskurven 
der Gehirnsterine weisen sogar mit einiger Wahrscheinlichkeit darauf 
hin, daB eine starkere Aufspeicherung im Gehirn stattfindet, wenn 
reines Ergosterinacetat verfiittert wird, als wenn teilweise bestrahltes 
Ergosterin (Vigantol) angewendet wird, wie ein Vergleich mit den 
Kurven in einer friiheren Arbeit (Page!) zeigt. 


Zusammenfassung. 


1. Ergosterinacetat zeigt, in maBig hohen Dosen an Kaninchen 
verfiittert, keine Giftwirkungen. 

2. Die Verwendung von Ergosterinacetat fiihrt zur gleichen Ver- 
teilung des Ergosterins im Organismus, wie wenn das teilweise bestrahlte 
Produkt verfiittert wird. 

3. Der Essigsiureester des Ergosterins wird leicht resorbiert. 

4. Der Urin enthalt kein Ergosterin. 

5. Die Lichtabsorptionskurven der Gehirnsterine zeigten eine 
deutlichere Ergosterinaufspeicherung als bei den friiher beschriebenen 
Fiitterungsversuchen mit dem teilweise bestrahlten Ergosterin. 


Die Untersuchung wurde zum Teil durch ein Eli Lilly & Co.- 
Stipendium (Menschick) erméglicht, wofiir auch an dieser Stelle unser 
bester Dank ausgesprochen sei. 


1 I. H. Page, diese Zeitschr. 220; 420, 1930. 














Zuckeroxydationen und -zersetzungen. 


IX. Mitteilung: 


Die Bildung von Triosen aus Zuckerarten unter Druck. 


Von 
K. Bernhauer und H. Wolf. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 24, Februar 1930.) 


In einer friiheren Mitteilung! konnte gezeigt werden, dab beim 
Kochen von Glucoselésungen mit Erdalkalicarbonaten neben anderen 
Vorgangen auch Zerfall des Zuckers unter Bildung von Triosen erfolgt. 
Weiterhin wurde in einer friiheren Untersuchung? darauf hingewiesen, 
daB auch beim Erhitzen von Rohrzuckerlésungen unter Druck tief- 
greifender Zerfall stattfindet, da die hierbei erhaltenen Fliissigkeiten 
Fehlingsche Lésung bereits in der Kalte zu reduzieren vermégen. 
Allgemeiner Gegenstand der vorliegenden Mitteilung war die Unter- 
suchung, in welchem AusmaB die Bildung von Triosen aus Zuckerarten 
bei héherer Temperatur, und zwar unter Druck, in Gegenwart geringer 
Alkalimengen oder nur in wasseriger Lésung vor sich geht. 
> 


Die spezielle Problemstellung ergab sich auf Grund folgender 
Uberlegung: In fritheren Mitteilungen* wurde dariiber berichtet, daB 
Rohrzuckerlésungen bei Einwirkung von Alkalien unter Druck weitaus 
gréBere Milchsiuremengen ergeben als Glucose, Fructose oder andere 
Zuckerarten. Dieses Ergebnis wurde damit in Zusammenhang gebracht, 
daB der Rohrzucker in seinem Molekiil als labile, zerfallsbereite Zucker- 
modifikation die y-Fructose enthalt, die annahernd quantitativ in 


! K. Bernhauer und H. Wol/, diese Zeitschr. 212, 443, 1929. 

2 H. Wolf, ebendaselbst 210, 461, 1929. 

3 H. Wolf, l.c. und K. Bernhauer und H. Wolf. diese Zeitschr. 219, 
232, 1930. 
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Milchsdure iibergefiihrt wird. Ein analoger Effekt zeigte sich beim 
Vergleich der Milchsdurebildung aus dem y-Methylglucosid EZ. Fischers 
und den beiden anderen Methylglucosiden der d-Glucose. Auf Grund 
dieser Erfahrungen war es naheliegend, zu untersuchen, ob ein der- 
artiger Effekt auch beim primaren Zerfall des Zuckermolekiils in 
C,-Ketten, also Triosen feststellbar ist. Es muBten daher Versuchs- 
bedingungen eingehalten werden, unter denen nach Méglichkeit keine 
weitere Umwandlung der primar gebildeten Triosen stattfindet. 


Bei diesen Versuchen wurde zunachst in der Weise vorgegangen, 
daB Rohrzucker in 5 °,iger Lésung mit Calciumcarbonat im Autoklaven 
auf 100 bis 120° erhitzt wurde. Da die hierbei erzielten Ausbeuten 
an Triosen', bezogen auf umgewandelten Zucker 16°, kaum _ iiber- 
schritten und demnach die vorhandene Alkalitét wohl noch zu hoch 
war, wurde dazu itibergegangen, wiasserige Zuckerlésungen allein im 
Autoklaven zu erhitzen. Denn es war auch zu beriicksichtigen, dab 
die jeweils gebildeten Triosen bei ihrer geringen Bestaindigkeit zugleich 
einem weiteren Zerfall unterliegen und die bei Versuchsabbruch fest- 
stellbare Triosemenge gerade nur jenen Anteil ausmacht, der noch 
nicht weiter zerstért oder aber wieder zu Hexosen aufgebaut ist. 
Diese Versuche mit wasserigen Zuckerlésungen allein ergaben erheblich 
héhere Ausbeuten an Triosen als in Gegenwart von Calciumcarbonat, 
und zwar betrug die maximale Menge, bezogen auf umgewandelten 
Zucker 52,5 °%, in 5”,iger Lésung und 60,4 °%, (bzw. 57,3°,) in 2 °,iger 
Lésung. Bei Durchfiihrung der Versuche in einem Quarzkolben war 
jedoch die Ausbeute weitaus geringer, was fiir die Mitwirkung des 
Eisens des verwendeten Autoklaven spricht. Die Versuche mit anderen 
Zuckerarten ergaben zumeist keine sehr erheblichen Differenzen gegen- 
iiber den Rohrzuckerversuchen. Nur in 2 °,iger Lésung und bei kurzer 
Versuchsdauer (1°/, Stunden bei 120°) war ein deutlicher Effekt vor- 
handen, indem der Rohrzuckerversuch 60,4 °,, (bzw. 57,3°%) an Triosen 
bezogen auf umgewandelten Zucker ergab, dagegen der analoge Invert- 
zuckerversuch nur 27,4°%. Glucose ergab hierbei 33,4 °,, und Fructose 
23°. Diese Versuche zeigen, daB die hierbei eingehaltenen optimalen 
Versuchsbedingungen (geringe Konzentration und kurze Versuchsdauer) 
dazu geeignet sind, auch hier in ahnlicher Weise wie bei der Milchsaure- 
bildung, einen deutlichen Unterschied im Zerfall des Rohrzuckers 
gegeniiber anderen Zuckerarten mit nicht labilen Bestandteilen auf- 
zudecken. Bei lingerer Versuchsdauer findet ein allmahlicher Ausgleich 
statt, wohl wegen der leichten Zersetzlichkeit der gebildeten Triosen. 


1 Da die Bestimmung der Triosen nur auf Grund des Reduktions- 
vermégens in der Kalte erfolgte, erscheint deren Bildung zwar nicht absolut 
bewiesen, aber in hohem Mae wahrscheinlich. 
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Experimentelles. 
(Mit W. Heinzl.) 


1. Methodik. 


Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte in der Weise, daB in einem 
Eisenautoklaven jeweils 200 ccm Zuckerlésung von  verschiedener Kon- 
zentration anfangs mit Calciumcarbonat und spater ohne dieses erhitzt 
wurden. Dabei wurde die Innentemperatur gemessen und die Versuchszeit 
vom Moment der Erreichung der gewiinschten Temperatur an gerechnet. 


Zur Aufarbeitung der Versuche wurde die entleerte Reaktionsfliissig- 
keit aufgefiillt (500 ccm) und an aliquoten Mengen die analytischen Be- 
stimmungen vorgenommen. Zur Bestimmung der Triosenmenge wurde 
zunachst ein aliquoter Teil nach Zustaz von Schwefelsiure und jeweiligem 
Hinzufiigen von Wasser so lange destilliert, bis keine jodoformbildende 
Substanz mehr iiberging. Auf diese Weise wurden die Triosen in Methyl- 
glyoxal iibergefiihrt und dieses nach Fischler bestimmt. Hierbei zeigte sich 
jedoch alsbald, daB auch Hexosen gewisse Mengen von jodoformbildender 
Substanz an das Destillat abgeben. Ob es sich dabei um Methylglyoxal oder 
Lavulinsiure oder furanartige Kérper handelt, konnte wegen der starken 
Verdiinnung nicht entschieden werden, da_ simtliche Farbreaktionen 
negativ ausfielen. Zur quantitativen Ermittlung der Menge an jodoform- 
bildender Substanz aus verschiedenen Hexosen wurde je | g der betreffenden 
Zuckerart mit 150 ccm Schwefelséure (enthaltend 10 ccm konzentrierte) 
versetzt und unter jeweiligem Ersatz des abdestillierenden Wagsers so lange 
destilliert, bis im Destillat keine Jodoformbildung mehr eintrat. Im Gesamt- 
destillat wurde sodann die Menge an jodoformbildender Substanz ermittelt. 
Als Methylglyoxal berechnet, wurden so folgende Zahlen erhalten: 


Le Molraucker ..«...« s+ sss» « O16¢@ (168%) 
ho Tnvowbendicer ...w «os es es os BAe L449) 
Di SRNR 6c wie lee se we eo 3 OOS EARS) 
1 g Fructose . diclet Toute, BY. ole we) oR ee) 
lg Glucose und 44g Fructose . . . 0,103 g (10,3°,) 


Die Methode der Triosenbestimmung durch Uberfiihrung derselben in 
Methylglyoxal erwies sich daher zur Ermittlung kleiner Mengen als nicht 
geniigend verléBlich. Hervorzuheben ist jedoch hierbei, daB insofern ein 
gradueller Unterschied zwischen Triosen und Hexosen besteht, als bei den 
erstgenannten die Destillation nach relativ kurzer Zeit (2 bis 3 Stunden) als 
beendigt angesehen werden kann, waihrend im zweiten Falle hierzu etwa 
20 Stunden erforderlich sind. 

Zur quantitativen Bestimmung der Triosen muBte daher von deren 
Reduktionsvermégen in der Kalte Gebrauch gemacht werden. Zu diesem 
Zwecke wurde zuerst ermittelt, daB beim Vermischen einer Invertzucker- 
lésung mit Fehling erst nach 7 Minuten langem Stehen in der Kialte eine 
schwache Triibung beginnt. Daher wurden die Bestimmungen der Triosen 
in der Weise durchgefiihrt, daB nach dieser Zeit sofort das abgeschiedene 
Kupferoxydul abfiltriert wurde. Es zeigte sich auch, daB in diesem Zeit- 
punkt die Reduktion bereits quantitativ war. Die in dieser Weise ermittelte 
Reduktionstabelle fiir Dioxyaceton stimmte mit der in der Hitze ermittelten 
gut itberein. Die gefundenen Kupferoxydulmengen wurden auch auf Dioxy- 
aceton umgerechnet. AuBerdem wurde noch das CGesamtreduktions- 
vermégen in der Hitze vor und nach der eventuellen Inversion der Lésung 
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in normaler Weise bestimmt. Die Aufarbeitung muBte sofort nach Versuchs- 
abbruch vorgenommen werden, da vielfach die Beobachtung gemacht 
wurde, daB beim Stehen wieder Kondensation der Triosen zu Hexosen 
erfolgt. Die Berechnung der Ausbeute an Triosen, bezogen auf um- 
gewandelten Zucker sei an folgendem Schema erlautert: 


b 
= urspriinglich vorhandener Zucker, 
a € z. B. 10g Rohrzucker 
( 10.5 g Inverzucker). 


a = unveranderter Rohrzucker, 
b = bereits invertierter Zucker, 
ce = Triosen, 
d = in anderer Art umgewandelter Zucker (nicht reduzierend), 
(b + c) = Reduktionsvermégen vor Inversion, 
(a + 6 + c) = Reduktionsvermégen nach Inversion, 
10,5 — (a + b) = (c + d) = Umgewandelter Zucker (darauf Ausbeute be- 
zogen). 


Die Berechnung erfolgte aus den gefundenen Mengen Kupferoxydul; 
so betrug beispielsweise in Versuch 22 (Tabelle III) das Reduktionsvermégen 
in der Kalte (= c) in 50 ccm Lésung 75,44 mg Cu,O (= 53 mg Triose), 
also in der Gesamtmenge (500 cem) 754,4 mg (= 0,53 g Triose). Die Gesamt- 
reduktion nach Inversion (a + 6+ c) betrug in 5ccm 177,2mg Cu,0O, 
also in 500ccm 17720 mg; daraus berechnet sich der noch nicht um- 
gewandelte Zucker als Invertzucker (a + 6) durch Subtraktion des Cu,O- 
Wertes c zu 16965 mg Cu,O (= a+ b = 9,49g). Dieser Wert von der 
Menge des angewendeten Zuckers (10 g) als Invertzucker berechnet (10,5 g) 
abgezogen, ergibt die in Reaktion getretene Zuckermenge (c + d — 1,01 g); 
hierauf wurde die Ausbeute bezogen (also 0,53: 1,01 g, woraus sich 52,5°, 
ergaben). 


2. Versuche mit Calciumcarbonat. 


Versuche in 5°, iger Lésung (je 10 g Rohrzucker) mit je 1 g Calcium- 
carbonat, Menge der gebildeten Triosen gering, héchste prozentuelle Aus- 
beute 16,6°%, bezogen auf umgewandelten Zucker, bei siebenstiindiger 
Versuchsdauer und 120°. 











Tabelle I. 
“Veundimanes ; 1 2 3 4 5 6 
= Temperatur: 120° 100° 105° 
Versuchsdauer ‘Std. : 13), 31/2 7 14 
Umgewandelter Zucker . g 1,45 2,0 3,6 7,0 0,84 0,76 
TRE ess eg 0,16 0,25 0,59 0,99 0,06 0,07 
% | 11,1 12,5 16,6 14,1 7,1 9,2 


” 
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3. Versuche mit Wasser allein. 


a) EinfluB von Temperatur und Versuchsdauer. 


Die Ergebnisse der Versuche bei 105° sowie bei 120° in verschiedenen 
Zeiten sind aus den Tabellen IT und ITI ersichtlich. Zur Anwendung kamen 
dabei jeweils 10g Zucker in 5°,iger Lésung. 


Tabelle II (105°). 








Versuchsnummer : 10 11 12 13 14 

Versuchsdauer Std. : 13), 31/9 7 14 42 
Umgesetzter Zucker . . g 0,92 1,2 1,81 3,68 5,85 
Triosen eur aes 0,12 0,21 0,41 0,96 1,04 

ea ee Soe ee 13,0 17,5 22,7 26,1 17,7 

Tabelle III (120°). 

Versuchsnummer : 21 22 23 24 26 27 
Versuchsdauer Std. : 1 13/4 31/9 7 20 42 
Umgesetzter Zucker. . g 1,18 1,01 2.23 4,25 6,35 0,59 
eee 0,36 0,53 0,65 0,83 0,77 0,5 

a a ee ek a ne. 29,1 20,0 12,1 5,2 

; Bei 110° lag das Maximum (37,4°,) bei 31,stiindiger Reaktionsdauer, 


bei 197° wurden stets nur sehr geringe Werte erhalten (bei 1° ,- bis 7stiindiger 
Reaktionsdauer etwa 0,3 g, etwa 3°). 


b) Der Einflu8B der Zuckerkonzentration 





4 auf die Triosenbildung bei 120° und 1%, stiindiger Reaktionsdauer geht aus 
) Tabelle IV hervor. 
Tabelle IV. 
Versuchsnummer: 35 36 37 38 39 
Zucker, Konz. °/9: 10 5 2 1 5 
> Zucker, Menge g: 20 ; 10 4 2 10 
Umgewandelter Zucker . g 3,5 1,01 0,49 0,22 1,08 
: tS a es 1,1 0,53 0,29 0,12 0,19 
ae ee er mere. * 31,3 52,5 60,4 54,5 17,5 


Der an diese Tabelle angeschlossene, in einem Quarzkolben durch- 
gefiihrte Versuch (Nr. 39) ergab eine bedeutend geringere Ausbeute an 
Triosen. Es liegt daher bei den Versuchen im Autoklaven entweder ein 
katalytischer EinfluB des Eisens der Autoklavenwinde vor, oder es spielt 
dabei die alkalische Wirkung des Eisens eine Rolle, wie bei der Zucker- 
zersetzung durch Eisenpulver bei den Versuchen Lébs?. 


1 Diese Zeitschr. 12, 96, 1908. 
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c) Vergleich verschiedener Zuckerarten. 

Versuche mit Rohrzucker, Invertzucker, Glucose sowie Fructose in 
5° iger Lésung bei 120° und Il4stiindiger Versuchsdauer ergaben keine 
wesentlichen Unterschiede in der Ausbeute an Triosen, wohl aber Versuche 
in 2°,iger Lésung (je 4g) bei 120° und 1%, stiindiger Versuchsdauer, wie 
aus Tabelle V hervorgeht. 


Tabelle V. 





Versuchsnummer : 46 47 48 49 
Zuckerart : Rohr zucker Invertzucker Glucose Fructose 
Umgewandelter Zucker . g 0,61 0,62 0,52 1,81 
WO vk he ok 0,35 0,17 0,17 0.42 
at 1) 15 sm cela ace 57,3 27,4 33,4 23 


Der Rohrzuckerversuch ergab hierbei eine weitaus héhere prozentuelle 
Ausbeute an Triosen als die anderen Versuche. Von Interesse ist ferner der 
Vergleich der Clucose- und Fructoseversuche; dabei ist ersichtlich, daB 
Fructose weitaus rascher zerfallt und daher eine gréBere absolute Menge 
an Triosen liefert, wogegen die prozentuelle Ausbeute geringer ist. 


Zusammenfassung. 


Bei der Behandlung von Zuckerlésungen im Autoklaven bei 105 
bis 120° findet Zerfall des Zuckermolekiils auch unter Bildung von 
Triosen statt. Es zeigte sich, daB in ahnlicher Weise wie bei der Milch- 
saurebildung auch insbesondere Rohrzucker in C,-Ketten zerfallt, was 
wahrscheinlich mit dem Vorhandensein einer labilen Zuckerform 
in dessen Molekiil zusammenhangt. Wahrend Rohrzucker unter den 
giinstigsten Bedingungen bis 60 ° , an Triosen, bezogen auf umgewandelten 
Zucker ergab, wurden aus Invertzucker unter gleichen Bedingungen 
nur etwa 27°, gebildet. 
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Die Dynamik der Kohlenhydrate in Friichten im Laufe ihrer 
Entwicklung und ihres Reifens auf dem Baume. 


Von 
A. J. Kokin. 


[Aus dem physiologischen Laboratorium des Nikitschen Botanischen 
Versuchsgartens, Jalta (Krim).] 


(Eingegangen am 24, Februar 1930.) 


Bei der Untersuchung des Zuckergehalts der Friichte ist es auBer- 
ordentlich wichtig, die allmahliche Ansammlung und Umwandlung der 
Kohlenhydrate im Laufe der Entwicklung und des Reifens auf dem 
Baume zu verfolgen, um auf solche Weise fiir jede Sorte den geeignetsten 
Moment der Ernte zu bestimmen. 

AuBer der rein praktischen Bedeutung der Untersuchung der 
Dynamik der Kohlenhydrate bietet das Anhaufen, die Umwandlung 
und das quantitative Verhaltnis der Kohlenhydrate in Friichten im 
Laufe ihrer Entwicklung auf dem Baume auch ein groBes theoretisches 
Interesse. 

Bei der Untersuchung der, Dynamik der Kohklenhydrate halten 
wir es fiir unentbehrlich und fiir unbedingt erforderlich, sie zu fraktio- 
nieren, d.h. die wichtigsten Kohlenhydrate: Glucose, Fructose und 
Saccharose, die sich bekanntlich ihrem Geschmack nach stark unter- 
scheiden (1) (2) (3), voneinander getrennt zu bestimmen. 

Von russischen Arbeiten, die sich mit der von mir studierten Frage 
befassen, kénnen diejenigen von V. V. /wanoff und seinen Mitarbeitern 
genannt ‘werden (4) (5) (6), die auBer der Standardisierung ver- 
schiedener Sorten von Bachtschakulturen! auch die Dynamik der 
Zuckerarten in Wassermelonen wahrend ihrer Entwicklung auf der 
Mutterpflanze und wahrend des Liegens studieren. Nach den Angaben 
dieser Autoren wird der Gehalt an Trauben- und Fruchtzucker im 
Laufe des Reifens der Friichte allmahlich gesteigert, und zwar ist die 


' Bachtscha werden Felder von Melonen, Kiirbissen und Wasser- 
melonen genannt. 
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Menge des Traubenzuckers am Anfang gréBer als diejenige des Frucht- 
zuckers, waihrend in reifen Friichten das Verhaltnis der beiden Zucker- 
arten umgekehrt ist. Saccharose fehlt in friihen Stadien der Ent- 
wicklung ganzlich, spaiter wachst ihr Prozentgehalt parallel dem Reifen. 

Von den Untersuchungen, welche der Ansammlung von Zucker 
in den Friichten im Laufe ihres Reifens gewidmet wurden, mu die 
Arbeit von Henry Hartmann (7) mit Vogelkirschen erwaihnt werden. 
Der Verfasser untersuchte den Einflu8 von verschiedenem Reife- 
stadium auf die physikalischen Eigenschaften der Frucht, welche ihre 
Kommerzreife bedingen, wie auch die Konsistenz der Haut und des 
Fleisches, den Farbgrad, spezifisches Gewicht, GréBe usw. Gleichzeitig 
wurde auch der Zuckergehalt und die Aziditaét bestimmt. Nach den 
Resultaten des Verfassers steigt der gesamte Zuckergehalt bis zum 
Moment der absoluten Reife; dabei wurde nur der Gesamtzucker 
bestimmt, ohne ihn in die einzelnen Komponenten zu trennen. 

In Anbetracht dessen, daB die Dynamik der Kohlenhydrate in 
Friichten im Laufe des Reifens auf der Mutterpflanze wenig untersucht 
wurde, hielten wir es fiir angebracht, nach der Ankunft in dem Nikit- 
schen Botanischen Versuchsgarten im Juni 1928 uns mit der Unter- 
suchung dieses Problems zu beschaftigen. Diese experimentelle Unter- 
suchung fand lebhaften Anklang und volle Unterstiitzung seitens der 
Obstbauabteilung. 

Ich benutze die Gelegenheit, um dem Vorstand dieser Abteilung, 
I. N. Rjaboff, meinen innigsten Dank auszudriicken. 


Versuchsmethodik. 


Als Objekte fiir orientierende Untersuchungen dienten zwei Sorten 
von Pfirsichen, ,,Elberta‘’ und ,,Champion“, eine Sorte von Apfeln, 
,, Sommerpfirsichartige‘, und eine Sorte von Pflaumen, ,,Zuckerartige 
aus Semma‘‘. Durch eine derartige Auswahl von Friichten von drei 
verschiedenen Arten hofften wir scharfere Unterschiede im Verlauf der 
Dynamik und im Zuckerverhiltnis feststellen zu kénnen, um auf solche 
Weise Resultate zu erhalten, die die Fortsetzung der Untersuchung in 
dieser Richtung erméglichten. 

Zur Bestimmung der Kohlenhydrate wurden die Friichte in 
wochentlichen Zeitintervallen von den Baumen abgenommen: Pfirsiche 
.,Elberta‘‘ vom 22. Juni bis 14. September, Pfirsiche ,,Champion‘‘ vom 
15. Juni bis 14. September, Apfel ,,Pfirsichartige“ vom 22. Juni bis 
3. August und die spate Pflaumensorte ,,Zuckerartige aus Somma* 
vom 10. August bis 4. Oktober. 

Fiir die Zuckerbestimmung der Friichte ist es auBerordentlich 
wichtig, Durchschnittsproben zur Analyse zu nehmen, besonders 
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wenn die Friichte noch unreif sind und derselbe Baum und sogar ein 
und derselbe Zweig Friichte von verschiedenem Stadium der Reife 
tragt. Deswegen wurde auf die Wahl der Friichte fiir die Analysen 
besondere Aufmerksamkeit verwandt. Fiir jede Analyse wurde eine ab- 
gewogene Probe von fiinf bis sechs Friichten genommen, aus welchen 
kleine Fleischsektoren von verschiedenen Seiten der Frucht  aus- 
geschnitten wurden. Das Durchschnittsgewicht der Probe schwankte 
von 25 bis 30g. Die Kohlenhydrate wurden im fixierten Material 
bestimmt. Die gewogene Probe wurde in kleine Stiickchen zerschnitten, 
in ein GlasgefaB von 100 ccm Fassungsvermégen iibertragen und mit 
50 cem Athylalkohol (80°) iibergossen. Dann wurde das GlasgefaB mit 
einem Korkstopfen, in welchem sich ein Glasrohr befand, versehen und 
20 Minuten in ein Wasserbad von 80° gesetzt. Nach Verlauf dieser Zeit 
wurde das GlasgefiB mit einem Korkstopfen verschlossen und mit 
Paraffin abgedichtet. Proben von Friichten, welche auf solche Weise 
hergestellt wurden, blieben bis zum Moment der Analysen wahrend 
2 bis 3 Monaten konserviert. Vor der Analyse wurden die Proben in 
einem Porzellanmérser zu einer homogenen Masse zerrieben, welche 
zusammen mit dem Alkohol in einen Kolben von 300 ccm eingetragen 
wurde, in welchen auch der Alkohol eingegossen wurde, der zum Nach- 
spilen des Moérsers und des GlasgefiBes diente. 


Um eine vollkommene Extraktion des Zuckers zu erreichen, wurde 
das GlasgefaB mit dem Obstfleisch in Alkohol noch 30 Minuten in ein 
Wasserbad von 60°C gesetzt. 


Danach wurde der Alkoholextrakt durch einen Buchnerschen 
Trichter filtriert, die Masse auf dem Trichter mittels eines Léffels 
abgepreBt und dreimal mit 50 ccm Alkohol gewaschen. Das Alkoholfiltrat 
wurde in einen Rundkolben umgegossen und der Alkohol im Vakuum 
auf einem Wasserbad von 50 bis 55°C abdestilliert. Der im Kolben 
zuriickgebliebene Saft wurde nach dem Lésen in destilliertem Wasser 
in einen Literkolben umgegossen. Nach dem Klaren der Lésung mit 
Bleiacetat und Entfernung des Uberschusses mit Natriumsulfat wurde 
in den Kolben destilliertes Wasser bis zur Marke zugegossen und die 
Lésung durch ein trockenes Filter filtriert. 


Die Hydrolyse der Kohlenhydrate erfolgte im MeBkolben mittels 
Salzsaure von 0,06°%, im Laufe von 30 Minuten auf dem siedenden 
Wasserbad. Nach dem Abkiihlen wurde die Lésung mit Soda neutrali- 
siert und bis zur Marke Wasser zugegossen. Auf solche Weise wurde 
vor der Analyse die aus dem Literkolben entnommene Lésung je nach 
dem Zuckergehalt fiinf- bis zehnfach, bei reifen Friichten sogar zwanzig- 
fach verdiinnt. Zur Zuckerbestimmung wurde die Mikromethode 
von Hagedorn und Jensen (8) angewandt. 
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Um Mittelwerte des Zuckergehalts in Friichten zu erhalten, wurden 
drei Parallelversuche angestellt, welche stets ziemlich iibereinstimmende 
Werte gaben. 

Die Glucose wurde mittels der Methode von Willstdtter und 
Schudel (9) bestimmt, welche ihre Bestimmung in Anwesenheit von 
Saccharose und Fructose gestattet. Die Saccharose wurde aus der 
Differenz des reduzierenden Zuckers vor und nach der Inversion durch 
Multiplikation mit 0,95 bestimmt. 


Auber der Bestimmung der erwihnten Zucker wurden noch Be- 
stimmungen der Dextrinfraktion vorgenommen!. Um diese Fraktion 
zu erhalten, wurde der Riickstand auf dem Buchnerschen Trichter 
nach dem Waschen mit Alkohol mit kaltem Wasser extrahiert. Die 
Praxis erwies, dab es geniigt, den Riickstand mit 70 ccm dreimal nach- 
einander zu waschen, um vollstandige Extraktion von ,,Dextrinen** 
zu erreichen. Der Wasserextrakt wurde nach dem Klaren mit Blei- 
acetat und der Entfernung des Uberschusses mit einer 10 °.igen Lésung 
von Natriumsulfat mittels Salzsiure (gesamte Konzentration 2,5°,) 
im Laufe von 3 Stunden auf dem siedenden Wasserbad hydrolysiert. 


Danach wurde die Lésung mit Soda neutralisiert und die vor- 
handene Glucose nach der erwahnten Methode bestimmt. Alle quanti- 
tativen Bestimmungen der Kohlenhydrate vom Moment der Destillation 
des Alkohols an geschahen ziemlich rasch, im Laufe von 11, bis 
2 Stunden, um eine Wirkung von Mikroorganismen zu vermeiden. 


Der Gehalt an Kohlenhydraten wird in Prozenten vom Frisch- 
gewicht der Friichte (Fleisch) bestimmt. 


Parallel den Zuckerbestimmungen wurde noch im Saft von Friichten 
die aktuelle Aziditat (py) anfangs kolorimetrisch mit Folienkolorimeter, 
mit Indikatorfolien nach Wulf, und spater elektrometrisch bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 


Zur besseren Ubersicht werden die erhaltenen Resultate in Form 
von Tabellen fiir jede Sorte dargestellt. 


Wenn wir die Werte (Tabelle I, Spalte 1) der allmahlichen An- 
sammlung von Zucker in Friichten betrachten, so vermuten wir, dab 
dieser ProzeB auf folgende Weise verlauft: Anfangs, im friihen Ent- 
wicklungsstadium, werden in den Friichten nur reduzierende Zucker 
angesammelt, darunter tiberwiegt quantitativ Glucose (2,94°,), indem 
sie die Fructose (1,17 °) um mehr als das Doppelte iibertrifft. Danach 
folgt ein allmahliches Steigen des Fructosegehalts und ein Sinken des 


1 Der Kiirze halber werden wir sie als ,,.Dextrine‘* bezeichnen. 
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Glucosegehalts mit kleinen Schwankungen im Prozentgehalt von 
beiden Zuckern. 

Tabelle J. 
Die Dynamik der Kohlenhydrate im Fleisch von Pfirsichen der Sorte 
..Elberta’s im Laufe ihrer Entwicklung und ihres Reifens im Jahre 1928. 





In °/5 vom Frischgewicht der Friichte 


Zeit der - — —— ——— _ Dextrin- 
Ausfiihrung Reduzierende Zucker — 
pre yestimmt Pu 
Analysen Gincose | Fractecs | Saccharese | on der nach der we 
Inversion Inversion 

22. VI. 2,94 1,17 _ 4,11 4,11 0,26 

30. VI.) 274 1,24 0,02 3,98 4,00 0,33 - 

6. VII. 2.50 1,30 0,67 3,80 4.50 0.54 _ 
13. VII. 2,48 1,28 1,52 3,76 5,30 0,28 

20. VIL. || 2,50 1,29 1,81 3,79 5,70 0,48 3,80 
27. VIL.|| 2,30 1,59 2,24 3,89 6,10 0,51 3,90 

3. VIL. || 2,21 1,43 2,26 3,63 6,02 0,44 3,90 
10. VIII. 2,13 1,76 2,59 3.89 6,20 0,37 4,06 
17. VIII., 2,32 1,48 2.60 3,80 6,50 0,37 3,68 
23. VIII. |) 1,94 1,79 3,26 3,73 7,16 0,38 3,57 
31. VITI. 1.66 1,86 4.45 3,52 8,20 0,40 —_ 

7. VIII. 1,87 2,04 6.70 3.91 10,97 0,39 3,67 
14. VIII. 1,60 2,32 7,28 3,92 11,60 0,66 


Diese Schwankungen kénnen dadurch erklart werden, daB die 
Friichte, welche wahrend zweier aufeinanderfolgender Zeitriume fiir 
die Analysen entnommen wurden, nicht gleichartig waren. 

Was die Saccharose anbelangt, so fehlt sie vollstandig wahrend des 
friihen Entwicklungsstadiums, erst spiter fiingt ihr Gehalt allmahlich 
zu steigen an, und im Moment der Kommerzreife der Frucht erreicht 
sie 7,29°%, vom Frischgewicht. Wahrend der Periode des Reifens, 
wahrend der zwei letzten Wochen vor der Ernte, wird ein besonders 
rasches Steigen von Saccharose beobachtet. Wie aus der Tabelle I zu 
ersehen ist, bleibt im Laufe der ganzen Entwicklungs- und Reifungs- 
periode die Quantitaét der reduzierenden Zucker beinahe unverandert, 
dagegen steigt allmahlich der Gesamtzuckergehalt nach der Inversion, 
und im Moment der Kommerzreife erreicht er 11,6°,, indem er beinahe 
um das Dreifache die Werte der Ausgangsanalyse tibertrifft. 

Auf solche Weise wird der Moment der Reife der Friichte oben 
erwahnter Pfirsichsorte durch einen hohen Prozentgehalt an Saccharose 
charakterisiert, an zweiter Stelle steht Fructose, an letzter Glucose. 
Wahrend des Reifens werden also in der Frucht dem Geschmack nach 
die wertvollsten Zucker angesammelt. 


Wenn wir nach Richters Beispiel fiir jeden Zucker seinen Gehalt 
im Moment der Kommerzreife der Frucht in Geschmackseinheiten aus- 
driicken, wobei wir die Glucose als 100, die Saccharose als 145 und die 
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Fructose als 220 annehmen, so erhalten wir folgende SiBigkeits- 
exponenten : 


fiir Glucose . . . . 16% . 100 160 ~—Einheiten 
Saccharose. . . 7,29% . 145 1057,05 
o» Fructose. . . . 2,32% .220 = 510,40 ‘4 


Folglich ist der gesamte SiBigkeitsexponent gleich 1727,5 Ein- 
heiten, dabei entfallen auf Glucose, den Zucker von geringster SiiBigkeit, 
nur 160 Einheiten, etwa 10°, der gesamten SiBigkeit der Frucht. 
Dieses Beispiel derartiger Analysen ist ein schlagender Beweis fiir die 
Notwendigkeit genauer quantitativer Bestimmungen von Glucose und 
besonders von Fructose voneinander getrennt, um eine klare Vorstellung 
iiber die SiBigkeit der Friichte zu haben. 


Auf Grund unserer Resultate iiber die Ansammlung von Zucker in 
Friichten kénnen wir mit gréBerer Bestimmtheit als in einer unserer 
friiheren Arbeiten (10) von der Wanderung der Saccharose vom Blatt in 
Form von Monosacchariden sprechen. Dabei bestatigt der absolute 
Mangel an Saccharose in jungen Friichten diesen Standpunkt hinsicht- 
lich des Transports der Kohlenhydrate aus dem Blatt. Und auf Grund 
der Tatsache, daB in der friihen Entwicklungsstufe in der Frucht sich 
mehr Glucose als Fructose ansammelt, kann man annehmen, daB die 
Wanderung von Zuckern in Form von Glucose stattfindet, welche noch 
in der Frucht fermentativ in Fructose umgewandelt wird, und dab 
sich spater Glucose und Fructose in Saccharose umwandeln. Der- 
selben Meinung tiber den Transport und die Umwandlung von Zuckern 
sind N.J. Iwanoff und R.S. Alexandrowa (5). 


Wenn wir die Werte fiir ,,Dextrine’‘ in Friichten betrachten, so 
sehen wir vor allem, daB ihr Gehalt unbedeutend ist und daB er in 
ziemlich engen Grenzen schwankt, von 0,26 bis 0,66°,, auf Frisch- 
gewicht der Friichte bezogen, dabei steigt die Menge der ,,Dextrine* 
bis auf 0,66°, im Laufe des Reifens. So bleibt im Laufe der ganzen 
Untersuchungsperiode die ,,Dextrinfraktion®™ von Pfirsichen ,,Elberta™ 
sehr gering im Vergleich zu Glucose, Fructose und Saccharose. 


Was die aktuelle Aziditat des Fruchtsaftes anbetrifft, so mu man 
bemerken, daB die angegebenen Werte (Tabelle I) nicht vollkommen 
sind, weil wegen mancher objektiven Ursachen wahrend des ersten 
Monats der Arbeit die Bestimmungen des pq nicht vorgenommen 
wurden. Nichtsdestoweniger geben die erhaltenen Resultate eine klare 
Vorstellung iiber den Verlauf der aktuellen Aziditaét des Fruchtsaftes 
von ,,Elberta‘, nimlich: im Laufe der Entwicklung der Frucht steigt 
allmahlich das py, wie aus der Tabelle I zu sehen ist (bis 4,06), nachher 
wird ein Sinken beobachtet (bis 3,57), und danach bleibt es auf dem- 
selben Niveau bis zum Moment der Kommerzreife. 
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Ein derartiger Verlauf der aktuellen Aziditat stimmt vollkommen 
mit den Ergebnissen tiberein, welche in der Literatur zu finden sind 
und dieses Problem beriihren (Domontowitsch 11). 


Tabelle Il. 


Die Dynamik der Kohlenhydrate im Fleisch von Pfirsichen ,,Champion“ 
im Laufe ihrer Entwicklung und ihres Reifens im Jahre 1928. 





In °/9 vom Frischgewicht der Friichte 





Zeit der - Dextrin- 
or a | Reduzierende Zucker horned Pu 
Analysen Glucose Fructose | Saccharose | ween “Ty ace aece Ya 
| Inversion Inversion 

15. VI 3,36 2,25 0,18 5,61 5,80 0,69 — 
22. VI.}| 2,78 2,58 0,22 5,31 5,54 0,64 _ 
29. VI.) 2,14 2,89 0,43 5,03 5,48 0,55 _— 

6. VEL | 1,75 3,17 085 (| 4,92 5,81 0,47 — 
13. VII. 1,45 3,37 120 | 4,82 6,12 0,48 — 
20. VII. 1,03 3,39 1,71 4,42 6,30 0,39 3,90 
27. VII. 0,65 3,35 1,99 4,0 6,69 0,41 3,90 

3. VIII. 0,43 3,63 3,17 4,06 7,40 0,53 3,90 
10. VIII. Spuren 3,89 355 | 3,89 7.63 0,46 3,84 
17. VIII. 0 3,85 3,66 3,85 7,90 0,32 3,73 
23. VIII. 0 3,75 4,47 3,75 9,22 0,26 3,57 
31. VIII. 0 4,03 643 | 4,03 10,83 0,23 - 

% 4h 0 4,20 8,06 | 4,20 12,70 0,25 3,89 
14. IX. 0 4,50 848 | 4,50 13,43 0,30 — 


Wenn wir die Werte in der Tabelle II betrachten, so bemerken wir 
einen wesentlichen Umstand im Verlauf der Dynamik der Kohlen- 
hydrate bei dieser Pfirsichsorte, namlich: ein vollstandiges Verschwinden 
von Glucose schon lange vor der Reife, was bei der Pfirsichsorte 
,,Elberta* nicht zu bemerken war. Wahrend der Periode, welche dem 
Moment der Kommerzreife nahekommt, werden in den Friichten von 
Champion dem Geschmack nach die wertvollsten Zucker Saccharose 
und Fructose angesammelt. Der Gehalt an Fructose im Moment der 
Kommerzreife der Friichte erreicht 4,5 °,, und iibertrifft um das Doppelte 
den Prozentgehalt dieses Zuckers in den Friichten der Sorte ,,Elberta‘ 
(2,3°,). Auch zu anderen Zeiten ist der Prozentgehalt an Fructose bei 
der Sorte ,,Champion** bedeutend héher als in den Friichten von 
, Elberta‘, beinahe um das Zweifache und manchmal noch mehr. 


In den Friichten dieser Pfirsichsorte erscheint Saccharose friiher 
als in den Friichten von ,,Elberta‘, steigt allmahlich und erreicht im 
Moment der Kommerzreife 8,48 °,, iibertrifft also den Gehalt an diesem 
Zucker in den Friichten von ,,Elberta‘*‘ um 1,19 °,. Man muB betonen, 
daB der Prozentgehalt an Saccharose in den Friichten ,,Champion* 
wahrend des ganzen Entwicklungszyklus héher ist als in Friichten von 
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Elberta’. Der Gesamtgehalt an reduzierenden Zuckern im Moment 
der Reife der Friichte von ,,Champion™ erreicht 13,43 °,, iibertrifft also 
denjenigen von ,,Elberta’’ um 1,83°%,. Der Gehalt an ,,Dextrinen“ in 
den Friichten von ,,;Champion™ ist ebenso niedrig wie in den Friichten 
von ,,Elberta*’’ und erreicht nur 0,69°,, dabei wird im Moment der 
Kommerzreife der Friichte ein allmahliches Sinken beobachtet, welches 
durch die Umwandlung in Glucose erklirt werden kann. 

Wenn wir im Moment der Ernte von Friichten den Gehalt an 
Saccharose und Fructose in Geschmackseinheiten ausdriicken, so er- 
halten wir fiir die Friichte von ,,Champion"™: 

fiir Saccharose . 848°, . 145 1229,6 Einheiten 
» Pructose. ... 46% ~.320 990,0 
2219,6 Einheiten 

Auf solche Weise kann der Gesamtexponent der Siibigkeit von 
Friichten ,,Champion™ in 2219,6 Einheiten ausgedriickt werden, ist 
also um 28,4°, hdher als bei den Friichten ,,Elberta**. 

Wenn wir dann iiber den Zuckergehalt in den Friichten von ,,Cham- 
pion auf Grund des Gehalts an reduzierenden Zuckern nach der 
Inversion urteilen, so enthalten diese Friichte im ganzen nur um 1,83°, 
mehr, was einen unbedeutenden Unterschied in der Siibigkeit im Ver- 
gleich zu den Friichten von ,,Elberta** ausmacht. Wenn wir aber die 
Zucker in Geschmackseinheiten umrechnen, so sehen wir, daB die 
SiBigkeit der Friichte von ,,Champion** um 28,4°, héher als diejenige 
von ,,Elberta* ist. 

Die py-Werte im Saft der Friichte ,,Champion™ zeigen im ganzen 
denselben Verlauf wie diejenigen bei ,,Elberta’*, dabei erreicht der 
héchste Wert 3,9, danach wird ein Sinken bis 3,57 und dann ein neuer 
Anstieg bis 3,89 beobachtet. 


Tabelle 111. 


Die Dynamik der Kohlenhydrate im Apfelfleisch der Sorte ,,Sommer- 
pfirsichartige’ im Laufe ihrer Entwicklung und ihres Reifens. 





In °/, vom Frischgewicht der Friichte 
v0 











Zeit der Dextrin- 
wre Reduzierende Zucker —— Pu 
Analysen || Glucose | Fructose | Saccharose | gar | gittnse 
Inversion Inversion 
22. VI. 3,78 020 0,00 | 380 3,80 - - 
29. VI. 2,41 3,60 0,17 6,01 6,19 3,14 - 
6. Vit.|| 1,95 8,80 0.86 | 5,75 6,55 2,02 
13. VII. 1,80 6,60 1,60 | 840 10,08 2.62 _— 
20. VII. 1,89 7,35 133 | 9,24 10,60 0,42 
27. VII. 1,95 7,96 1,50 9,91 11,50 0,50 3.4 
3. VIII. 1,62 9,26 1,14 10,88 12,07 0,05 34 
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Wenn wir die Werte betrachten, welche die Dynamik der Kohlen- 
hydrate in Apfeln der Sorte ,,Sommerpfirsichartige’’ charakterisieren, 
so finden wir ein ganz anderes Verhaltnis der Zucker zueinander als 
bei den untersuchten Pfirsichen (Tabelle I11). 

Bei Apfeln iiberwiegen im Laufe der ganzen Entwicklungs- und 
Reifensperiode quantitativ die reduzierenden Zucker, ihr Gesamtgehalt 
stieg im Laufe dieser Periode von 3,8 bis 10,88°,. Dagegen  sinkt 
wahrend dieser Periode der Glucosegehalt von 3,78 bis 1,62°,. Am 
Ende der Kommerzreife entfallt der gréBte Anteil an Zucker auf Fructose, 
welche von 0,2°, allmahlich steigend 9,26°, erreicht und auf diese 
Weise die Glucose um das Sechsfache und Saccharose um das Achtfache 
iibertrifft. 

Als zweite Eigentiimlichkeit der untersuchten Apfelsorte kann ein 
auBerst geringer Prozentgehalt an Saccharose betrachtet werden, 
welche im friihen Entwicklungsstadium der Frucht vollstandig fehlt, 
dann aber sich allmahlich ansammelt, indem unbedeutende Schwan- 
kungen vorkommen. Ihr maximaler Gehalt erreicht im ganzen nur 
1,6°,. Hier muB besonders betont werden, daB im friihen Entwicklungs- 
stadium der Frucht sich nur Glucose und ganz unbedeutende Mengen 
von Fructose ansammeln, dagegen Saccharose vollstandig fehlt. 

Der Unterschied im quantitativen Verhaltnis der Zucker wahrend 
der Entwicklungs- und Reifensperiode zueinander, einerseits bei Pfir- 
sichen und andererseits bei Apfeln, kann vermutlich dadurch erklirt 
werden, daB sich in verschiedenen Obstarten Fermente qualitativ und 
quantitativ verschieden verhalten. AuBerdem kann man annehmen, 
daB auf die Umwandlung von Kohlenhydraten auch die Reaktion des 
Mediums einen EinfluB ausiibt, welche ihrerseits die Aktivitaét der 
Fermente beeinfluBt. 

Was die Dynamik der ,,Dextrine’ in dieser Apfelsorte anbetrifft, 
so ist ihr Gehalt bedeutend héher als in Pfirsichen, er erreicht 3,14°,.. 
Im Laufe des Reifens der Friichte sinkt der Gehalt an ,,Dextrinen“, 
welche minimale Werte erreichen (0,05°,). 

Die aktuelle Aziditat des Saftes wurde nur zweimal registriert: 
eine Woche vor der Ernte und im Moment der Abnahme vom Baum. 
In beiden Fallen betrug das py 3,40. 

Bevor wir zur Betrachtung der Versuchsergebnisse (Tabelle IV) 
iibergehen, will ich bemerken, daB bei diesen Friichten die Zucker- 
bestimmungen in einem spiten Entwicklungsstadium, am 10. August, 
angefangen wurden. 


Beim Betrachten der Werte in der Tabelle IV fallt besonders der 
Gehalt an reduzierenden Zuckern nach der Inversion auf, welcher 
anfangs 7,3°,, betragt, allmahlich steigt und endlich 16,3°,, erreicht. 
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Tabelle IV. 
Die Dynamik der Kohlenhydrate im Fleisch von Pflaumen der Sorte 


..Zuckerhaltige aus Somme“ im Laufe ihrer Entwicklung und ihres Reifens 
im Jahre 1928. 





In °/9 vom Frischgewicht der Friichte 





Zeit der PAM Ese Pee Le neicheatinininiacosterrniniiantermeyntgreyniaaaiemesimscntarnsiamnineannssiol| Sq 
—_—e | Reduzierende Zucker ——. 
de 
heuiyeun Glucose Fructose | Saecharose ooraee | gaa oe Se 
| Inversion Inversion 
10. VIII. 3,58 1,26 2.34 4,84 7,30 0,65 
17. VIII. 4,09 1,25 2,71 5,25 8,10 0,89 
23. VIII. 4,07 1,28 2,87 5,35 8,37 0,92 
31. VIII. 4,36 1,24 3,23 5,60 §,80 0,60 
1. 4,70 1,37 3,45 6,07 9,70 0,51 
14. IX. 4,80 1,35 3,64 | 6,15 10,09 0,48 
. a: « — — — | _ 12,31 — 
28. IX. 5,62 2, 6,47 | 7,66 14,57 0,48 
4. X. ~ a 7.60 8,30 16,30 0,53 


Damit iibertrifft der gesamte Zuckergehalt der untersuchten Pflaumen- 
sorte beinahe um 2%, die siiBeste Pfirsichsorte ,,;Champion. Die 
Quantitaét der reduzierenden Zucker wahrend der erwaihnten Periode 
steigt von 4,84 bis auf 8,3°,, wobei Glucose (5,62°,) gegeniiber Fructose 
(2,04°,,) vorherrscht. In Apfeln besteht, wie wir schon erwahnten, ein 
entgegengesetztes Verhaltnis im Gehalt an diesen Zuckern. Der Gehalt 
an Saccharose in Pflaumen steigt allmahlich im Laufe des Reifens und 
erreicht im Moment der Kommerzreife 7,6°,, und ist beinahe gleich dem 
gesamten Prozentgehalt an reduzierenden Zuckern in diesem Moment. 

Was die ,,Dextrine“ anbetrifft, so haben wir ein analoges Bild wie 
in den oben erwahnten Friichten: ihr Gehalt betrigt gegen 0,5°,,, mit 
Ausnahme von zwei Analysen vom 17. und 23. August, wo er bis 0,89 
bis 0,92°%, steigt. 

Die aktuelle Aziditat ist leider in diesen Friichten nicht bestimmt 
worden. 

SchluBfolgerung. 

Wenn wir die Resultate unserer Versuche tiber die Dynamik der 
Kohlenhydrate in Friichten zusammenfassen, so kénnen wir behaupten, 
daB jede von den von uns untersuchten Sorten, welche zu verschiedenen 
Arten gehéren, durch ein besonderes quantitatives Verhaltnis der 
verbreitetsten Zucker: Glucose, Fructose und Saccharose charak- 
terisiert wird. 

Im Moment der Kommerzreife werden Pfirsiche durch einen hohen 
Saccharosegehalt (7,29%, bei ..Elberta‘’’ und 8,48°%, bei ,,Champion‘) 
und einen niedrigen Glucosegehalt (1,6°, bei ,,Elberta’, bei ,,Cham- 
pion verschwindet sie im Moment des Reifens) charakterisiert. Der 
Fructosegehalt nimmt zwischen den beiden erwahnten Zuckern eine 
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Mittelstellung ein (4,5°, bei ,.Champion*’ und 2,32°,, bei ,,Elberta**). 
Apfel enthalten im Gegensatz zu Pfirsichen wenig Saccharose (1,14°,) 
und ebenso Glucose (1,62°,,), sind aber auBerst reich an Fructose(9,26°,). 

Am zuckerhaltigsten im Moment der Kommerzreife sind Pflaumen. 
Sie werden durch einen hohen Prozentgehalt an Saccharose (7,6°,) 
und ebenso Glucose (5,62°,) charakterisiert und enthalten verhaltnis- 
maBig wenig Fructose (2,04°,). 

Inwiefern die Dynamik der Kohlenhydrate und der Gesamtzucker 
im Moment der Ernte in Abhangigkeit von meteorologischen Be- 
dingungen jahrlichen Schwankungen unterworfen ist, werden unsere 
kinftigen Untersuchungen zeigen. Schon jetzt werden solche auf Grund 
von Ergebnissen des Biochemischen Laboratoriums des Allrussischen 
Instituts fiir angewandte Botanik (N.N.Iwanoff und R.J. Alexan- 
drowa) und auch von amerikanischen Autoren (Caldwell, 12) bei der- 
selben Sorte, welche wahrend verschiedener Jahre untersucht wurde, 
beobachtet. 

Unsere Untersuchungen der Dynamik von Kohlenhydraten in 
Friichten im Laufe ihrer Entwicklung und ihres Reifens auf dem Baume 
werden schon das zweite Jahr fortgesetzt. Im Jahre 1929 wurden von 
mir 17 Sorten verschiedener Obstbiume untersucht. Die erhaltenen 
Werte werden jetzt bearbeitet. 

Trotzdem kann man schon auf Grund der Resultate des Jahres 1928 
folgende Schliisse ziehen. 

1. Der Gehalt an Glucose in Pfirsichen und Apfeln sinkt im Laufe 
des Reifens. In den Pfirsichen ,,Champion™ verschwindet er voll- 
standig, schon lange bevor die Kommerzreife eintritt, dagegen steigt 
bei den Pflaumen der Glucosegehalt bis zum Moment der Erntereife 
und erreicht 5,6°,, vom Frischgewicht. 

2. Der Prozentgehalt an Fructose steigt allmahlich in allen unter- 
suchten Obstarten im Laufe ihrer Entwicklung und ihres Reifens, 
wobei der Gehalt der Pfirsiche um das Zweifache im Vergleich zu den 
Werten der Ausgangsanalyse steigt. Den héchsten Fructosegehalt 
zeigten die Apfel, bei welchen er 9,26°,, erreicht, wahrend bei den 
Pfirsichen nur 4,5°,, festgestellt wurden. 

3. Wahrend des friihen Entwicklungsstadiums der Friichte fehlt 
entweder die Saccharose ganzlich (Pfirsiche ,,Elberta’’ und Apfel 
,, Sommerpfirsichartige“‘), oder sie wird nur in unbedeutenden Mengen 
beobachtet (Pfirsiche ,,;Champion’). Weiterhin, im Laufe der Ent- 
wicklung und des Reifens, steigt allmahlich der Prozentgehalt an 
Saccharose, und im Moment der Kommerzreife besteht bei den drei 
untersuchten Sorten der gréBte Teil des Zuckers aus Saccharose, mit 
Ausnahme von Apfeln, in welchen ihr Gehalt 1,5°,, vom Frischgewicht 
nicht iibersteigt. 
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4. Aller Wahrscheinlichkeit nach verlauft der Proze der An- 
sammlung und der Umwandlung von Kohlenhydraten in Friichten in 
solcher Reihenfolge: Wahrend des friihen Entwicklungsstadiums wird 
in der Frucht nur Glucose angesammelt, und wir vermuten, daB in 
dieser Form der Transport des Zuckers aus den Blattern stattfindet. 
Nachher wird aller Wahrscheinlichkeit nach in der Frucht die Glucose 
in Fructose umgewandelt und dann wird aus Glucose und Fructose 
Saccharose gebildet. Auf diese Weise besteht im Moment des Reifens 
der Hauptteil des Zuckers aus Fructose und Saccharose, den siibesten 
Zuckern. 

5. Der Gesamtzucker aller untersuchten Sorten steigt, wie zu 
erwarten war, allmahlich bis zum Moment der Ernte. In diesem Moment 
erwiesen sich die Pflaumen als die zuckerhaltigsten: ihr Zuckergehalt 
erreichte 16,3°,, weniger zuckerhaltig waren die Pfirsiche .,Elberta™‘ 
(11,6°%,). 

6. Der Gesamtgehalt an reduzierenden Zuckern in Pfirsichen ist 
unbedeutenden Schwankungen unterworfen: wahrend der Reifens- 
periode steigt er etwas oder bleibt unverandert (Pfirsiche ,,Elberta‘‘). 

Bei den untersuchten Pflaumen und besonders bei den Apfeln 
wird im Moment der Kommerzreife der Gehalt an reduzierenden 
Zuckern beobachtet;: er erreicht 8,3°, bei Pflaumen und 10,88 °%, bei 
Apfeln. 

7. Der Gehalt an der Dextrinfraktion erwies sich bei allen unter- 
suchten Friichten als ziemlich niedrig und unbedeutenden Schwan- 
kungen unterworfen: bei Pfirsichen und Pflaumen blieb er unter 1 °,, 
dabei wird bei der Sorte ,,Champion™ im Laufe des Reifens ein Sinken 
des Dextringehalts beobachtet. Der héchste Prozentgehalt an Dextrinen 
wurde bei Apfeln im friihen Entwicklungsstadium beobachtet (3,14 °,,). 
Im Moment des Reifens sinkt der Dextringehalt allmahlich und er- 
reicht 0,05 °,. 
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Uber die Inaktivierung der Katalase durch 
Ultraviolettbestrahlung bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen. 


Von 
Sergius Morgulis. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des University of Nebraska College 
of Medicine, Omaha; U. 8. A.) 


(Eingegangen am 2. Mdrz 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Waentig und Steche (1) haben gefunden, dab die verschiedenen 
Bezirke des sichtbaren Spektrums einen EinfluB auf die, Wirksamkeit 
der Katalase ausiiben, die von dem Reinheitsgrad des Praparats ab- 
hangig ist; dabei wirkte das Ultraviolett am starksten. AuBerdem 
behaupten diese Forscher, daB die Katalase-inaktivierung in alkalischem 
Milieu gréBer ist als bei neutraler oder saurer Reaktion, doch fehlt 
diesen Beobachtungen jedwede Bedeutung, weil das py nicht bestimmt 
wurde. Talarico (2) hat Versuche mit verschiedenfarbigem Licht 
angestellt und berichtet, daB rotes und griines Licht auf die Pferde- 
leberkatalase gar keinen EinfluB hat, daB dagegen gelbes, violettes und 
blaues Licht mit zunehmender Starke die Katalase vernichtet. 

Wahrend der letzten Jahre erschienen einige Arbeiten von Pin- 
cussen und seinen Mitarbeitern iiber Fermentschadigung durch Strahlen- 
energie, die die allgemeine Anschauung stiitzen, daf{ Fermente in dem 
ihrer optimalen Wirksamkeit entsprechenden py-Bereich am starksten 
geschadigt werden. Insbesonders wird in den Versuchen iiber den 
EinfluB von Ultraviolettbestrahlung auf die Katalase bei py 6,24 
bis 7,35 folgendes behauptet: ,,.Nach den bisher gewonnenen Ergebnissen 
scheint es, daB man aus dem py, bei welchem die Strahlenschadigung 
am grdéBten ist, direkt auf die optimale Wirksamkeit des Ferments 
schlieBen kann, daB man hier also gewissermaBen eine Methodik in 
der Hand hat, das Optimum der Fermentwirkung zu kontrollieren™ (3). 

Da wir uns eingehend mit dem Problem der Wirkung der Ultra- 
violettbestrahlung auf die Katalase unter verschiedenen Bedingungen 
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der Wasserstoffionenkonzentration beschaftigt haben, méchten wir 
unsere Ergebnisse hier ver6ffentlichen, welche die von Pincussen auf- 
gestellte Hypothese in keiner Weise stiitzen, obwohl die Wirksamkeit 
der Katalase-in einem Gebiet von py 3,5 bis 11,0 studiert wurde. 

Die Versuche, die wir hier wiedergeben wollen, wurden mittels 
einer Methodik ausgefiihrt, die seit mehreren Jahren in unserem 
Laboratorium griindlich ausgearbeitet wurde (4) (5) (6). Die Wirksam- 
keit des Fermentpraparats wird immer derart bestimmt, daB eine 
gewisse Menge desselben unter peinlichst genau kontrollierten Versuchs- 
bedingungen und bei einem gewahlten py — durch ein einheitliches 
Puffersystem eingestellt — genau 70 °,, des Sauerstoffs aus einer Wasser- 
stoffsuperoxydvorlage, die 100 ccm Sauerstoff aquivalent ist, frei macht. 
Der Sauerstoff wird volumetrisch in einem von uns speziell konstru- 
ierten Apparat (5) gemessen. Die ebenso gepufferte Fermentlésung wird 
jetzt mit einer Hanovia .Quarzquecksilberdampflampe (110 Volt, 
5 Amp.) in einer Entfernung von 25 oder 50 cm bestrahlt. Die Ferment- 
lésung, in einer diinnen Schicht ausgebreitet und fortwahrend gemischt, 
wurde der Lichtquelle ausgesetzt, und Proben wurden zu_ gewissen 
Zeitintervallen entnommen zur Bestimmung der Katalasewirksamkeit 
der bestrahlten Lésung. Wenn man mindestens zwei solche Be- 
stimmungen mit verschiedenen Fermentquantitaten durchgefihrt hat, 
so laBt sich mittels unserer graphischen Methode die genaue Menge 
des Ferments ermitteln, die 70°, des vorhandenen Sauerstoffs unter 
kontrollierten Versuchsbedingungen frei machen wiirde. 


Je nach der Dauer der Bestrahlung, welche die Fermentwirksamkeit 
herabzusetzen pflegt, wurden gréBere Fermentmengen gebraucht, um 
dieselbe enzymatische Arbeit zu leisten. Als Beispiel sei der folgende 
Versuch mit einer Nierenkatalaselésung mitgeteilt, die bei einem 
Pu = 4,0 und bei einer Entfernung von 50 cm bestrahlt wurde. Die 
Wirksamkeit des Ferments ist selbstverstandlich der verwendeten 
Menge des Praparats umgekehrt proportional. 





Dauer eem Fermentlésung, 
der Bestrahlung | die 70°l9, des Hy 0» Wirksamkeitsgrad 
Min. | zerlegen 
0 9,5. 10-2 100 
5 11,0. 10-2 86,4 
15 15,0. 10-2 63,3 
30 24,0. 10-2 39,5 
40 52,5. 10-2 18,2 
60 172.5. 10-2 5.5 


Aus den Versuchen, die nach der geschilderten Methode durch- 
gefiihrt wurden, ergab sich, daB der Verlauf der Inaktivierung der 
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bestrahlten Katalase von dem py des Milieus auBerordentlich beeinflubt 
wird. Bei px = 6,0, 7,0 und 8,0 verlauft die Katalaseinaktivierung als 
eine einfache Funktion der Bestrahlungsdauer. Die Kurven der Wirk- 
samkeitsveranderung sind gerade Linien, doch ist die Geschwindigkeit 
des Schadigungsprozesses bei py = 6,0 am geringsten. Die Katalase 
wird also bei einer Wasserstoffionenkonzentration von py = 6,0 am besten 
vor der Schidigung durch Ultraviolettbestrahlung bewahrt, was unseren 


friiheren Ergebnissen iiber die Hitzebestindigkeit der Katalase vollkommen 


entspricht (6). Die Katalase besitzt eigentlich kein bestimmtes py fiir 
ihre optimale Tatigkeit, da sie am besten im Bereich von py = 6,5 
bis 8,5 wirkt, aber sogar bei py = 6,0 oder 9,0 ist ihre Tatigkeit nicht 
bedeutend herabgesetzt. Doch ist die Bestandigkeit des Ferments 
gegen schadigende Einfliisse (Hitze, Ultraviolett usw.) bei pa = 6,0 
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Abb. 1, 
Grad der Katalasewirksamkeit nach Ultraviolettbestrahlung von verschiedener Dauer 
(Bestrahlungszeit in Minuten) bei 50cm Entfernung und bei verschiedenen Wasserstoffion- 
konzentrationen (pq 7,0 bis 3,5). 
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Dasselbe wie Abb. 1, nur betriagt das pq 7,0 bis 11,0 
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am meisten ausgepragt und vermindert sich deutlich, wenn die Reaktion 
der Lésung nach der sauren oder alkalischen Seite hin verschoben 
wird. Die py-Kurven fiir die Empfindlichkeit des Ferments gegeniiber 
schadigenden Faktoren und diejenigen fiir die Wirksamkeit des Ferments 
entsprechen gar nicht einander, und die Ergebnisse unserer Versuche 
stehen ginzlich im Widerspruch zu den Angaben von Pincussen. 

Es soll auBerdem mitgeteilt werden, daB die Wirksamkeits- 
verminderung der Katalase in einem direkten Verhiltnis zur Be- 
strahlungsdauer nur bei py = 6, 7 und 8 steht: mit zunehmender oder 
abnehmender Wasserstoffionenkonzentration der Fermentlésung ist die 
Beziehung zwischen Inaktivierung und Bestrahlungsdauer nicht mehr 
so einfach und die Kurven sind schon nicht mehr gerade Linien. Bei 
pa = 5,0 bis 3,5 verlauft die Inaktivierung immer intensiver, aber 
der Wirksamkeitsverlust am Anfang der Bestrahlung ist gréBer als in 
den spaiteren Stadien. In dem Bereich von py = 9, 10 und 11 wird 
dies eben stirker ausgepragt, indem die Kurven nur wahrend der ersten 
Minuten der Bestrahlung steil abfallen, um sich spater sehr allmahlich 
dem Punkte der vollstandigen WirksamkeitseinbuBe zu nahern. Be- 
sonders auffallend wird dieses Verhalten bei pq = 11, wenn die Aktivi- 
taitsverminderung sogar geringer als bei py = 6 ist. 

Den Beobachtungen iiber die Verschiedenheit der Inaktivierungs- 
kurven mit wechselndem pq der Fermentlésung kommt noch eine 
andere Bedeutung zu. Es wird behauptet, daB der Schadigungseffekt 
von Ultraviolettstrahlen an der lebenden Substanz (Bakterien) und 
der nicht-lebenden Substanz (Ferment, Komplement) sich ganz ver- 
schieden ankiindigt (7), insofern, als fiir die erste Kurven mit steilem 
Abfall und folgendem langsamem Verlauf, fiir die zweite dagegen gerad- 
linige Kurven charakteristisch sind. Vermutlich soll die Differenzierung 
des Verlaufs der Bestrahlungsschidigung iiber die lebendige oder 
nicht-lebendige Natur der Substanz (Bakteriophage z. B.) entscheidend 
aussagen. Nach den Ergebnissen unserer Versuche ist es moéglich, die 
beiden Kurventypen an einer Fermentsubstanz zu verwirklichen, da 
der Verlauf des Prozesses ginzlich von der Wasserstoffionenkonzentration 
abhangt. 


Literatur. 
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Uber die Wirkung der Magnesiumsalze. 


Von 


Walter Zérkendérfer (Marienbad). 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 7. Marz 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir das umfangreiche und therapeutisch so wichtige Gebiet der 
Salzwirkungen ist in den letzten Jahren ein groBes experimentelles 
Material herbeigeschafft worden, namentlich seitdem Hofmeister eine 
physikalisch-chemische GesetzmaBigkeit in seiner ,,Reihe‘ bei der 
Einwirkung von Ionen auf Kolloide entdeckt und damit ein Fundament 
geliefert hat, durch das viele physiologische Beobachtungen unserem 
Verstandnis naher gebracht wurden. Die noch immer nicht erschépfte 
Bedeutung der Hofmeisterschen Befunde erkennt man deutlich z. B. 
daran, daB in letzter Zeit Schiiller (1) bei einem Vergleich der Wirkungs- 
starke substituierter aromatischer Verbindungen auch Beziehungen zur 
Hofmeisterschen Anionenreihe feststellen konnte und so einen Einblick 
in den Zusammenhang zwischen physikalisch-chemischer Konstitution 
und physiologischer Wirkung gewann. 

Doch fiir das Verstandnis der Kationenwirkungen sind wir noch 
nicht wesentlich weitergekommen. Von den vier im Tierkérper in 
gréBerer Menge vorkommenden pharmakologisch bzw. balneologisch 
verwerteten Kationen: Na, K, Mg und Ca haben die drei letzteren 
physiologisch leicht feststellbare Wirkungen. Aber fiir die Art, wie 
sie zustande kommen, haben wir einzelne, das Verstandnis erleichternde 
Anhaltspunkte nur beim Calcium, das auf den Dispersionszustand der 
Kolloide starker einwirkt als die drei anderen Ionen, das ferner mit 
mehreren physiologisch wichtigen Ionen schwerlésliche Salze bildet 
(unter Beeinflussung der Wasserstoffionenkonzentration) und dessen 
Vorkommen in Form von Komplexverbindungen im Organismus iiber 
jeden Zweifel sichergestellt ist (vgl. K. Klinke) (2). 

Das Magnesium dagegen schlieBt sich trotz seiner Zugehérigkeit 
zur zweiten Reihe des periodischen Systems in seinem physikalisch- 
chemischen Verhalten vielfach den Alkalien an, und zur Erklarung 
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seiner Wirkung besitzen wir kaum irgendwelche aufklirenden Modell- 
versuche. Denn fiir die Deutung spezifischer Wirkungen, die aus der 
Reihe herausfallen, wie z. B. der narkotischen Wirkungen des Magne- 
siums, kann natiirlich die Hofmeistersche Reihe nicht herangezogen 
werden, sondern da mu8 man spezifische Wirkungen annehmen. 
Einen Hinweis in dieser Richtung erhielten aber Herr Dr. Leuthardt 
und ich, als wir im Verfolg der in unserem Institut ausgefiihrten Ver- 
suche iiber Pufferung den EinfluB der Salze auf diese einer methodischen 
Untersuchung unterzogen. Ein solcher EinfluB ist unter dem Namen 
, Salzfehler‘ seit langem unliebsam bekannt. Es war nicht nur von 
physikalisch-chemischem Interesse, ihn naher zu verfolgen, sondern 
versprach auch physiologische Hinweise, wenn man dabei ein solches 
Puffersystem wahlte, das offensichtliche Analogien zu physiologischen 
Objekten hat. Daher habe ich in Gemeinschaft mit Dr. Fr. Leuthardt 
den EinfluB der Mineralsalze auf das Puffersystem der Aminosduren, 
speziell des Glykokolls untersucht. Wir werden tiber Einzelheiten 
dieser Versuche an anderer Stelle (Helv. Chim. Acta) ausfiihrlicher 
berichten. Hier mége eine charakteristische Titrationskurve des 
Glykokolls bei Anwesenheit von Magnesiumchlorid geniigen (siehe 
Abb.1). Die gestrichelte Kurve gibt zum Vergleich die Titrationskurve 
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einer reinen Glykokollésung von gleichem Gehalt. Die Kurve setzt 
sich aus zwei steilen Asten zusammen, von denen einer im sauren, 
der andere im alkalischen Gebiete liegt. Das Glykokoll ibt also nach 














-tzt 
ren, 
ach 











Wirkung der Magnesiumsalze. 35 


beiden Richtungen hin eine Pufferwirkung aus. N. Bjerrum (3) hat 
gezeigt, daB die meisten Aminoséuren in wasseriger Lésung als Zwitter- 
ionen vorhanden sind, d. h. gleichzeitig eine positive und eine negative 
Ladung nach dem Schema R. eas tragen. Man kann ein solches 
Molekiil auch als ionisiertes ,,inneres Salz‘‘ auffassen. Fiigt man zu der 
Lésung eine starke Séiure, so muB die schwache Siure R.COO™ in 
den nichtionisierten Zustand tibergehen: R. COO” + H® = R.COOH. 
Umgekehrt wird durch Laugenzusatz die Ionisation der basischen 
Gruppe herabgesetzt: R.NH; + OH = R.NH, + H,O. Fiir die 
Pufferwirkung der Aminosauren ist also bei Siurezusatz die Carboxy]- 
gruppe, bei Laugenzusatz die Aminogruppe maBgebend. In der Kurve 
erscheint nun der alkalische Ast bei Gegenwart von Magnesiumsalzen 
stark nach der sauren Seite hin verschoben (und zwar nicht nur gegen 
die Glykokolilkurve, sondern auch gegen die hier nicht eingezeichnete 
Kurve des reinen Magnesiumchlorids). Also reagiert das Magnesium- 
salz mit der Aminogruppe. Der dreiwertige Stickstoff ist ja auch 
koordinativ ungesattigt, so daB sich ihm das Magnesium anlagern 
kann. Dadurch wird die Affinitat der Aminogruppe zum Wasserstoff- 
ion vermindert, d.h. die Alkalinitét der Gruppe und ihr Alkali- 
bindungsvermégen herabgesetzt, was in der Verschiebung des alkali- 
schen Kurvenastes deutlich zum Ausdruck kommt. Unsere aus- 
fiihrliche Arbeit wird zeigen, daB das Magnesium in dieser Beziehung 
weitaus starker wirkt als das Calcium, das ja auch derartige Komplexe 
bildet. Nach diesen Ergebnissen besteht fiir den Organismus auch 
die Mdéglichkeit, sich zur Aufrechterhaltung des Saure-Basengleich- 
gewichts auch derartiger Komplexbildungen zu bedienen. Ob dies 
nun eine Rolle spielt oder nicht, und wie man die Wirkungsweise auch 
formelmaBig ausdriicken mag, jedenfalls ist an der Einwirkung des 
Magnesiumions auf eine der wichtigsten Konstituenten allen biologi- 
schen Geschehens nicht zu zweifeln. 

Die Neigung des Magnesiumions, mit organischen Stickstoffverbin- 
dungen Komplexsalze zu liefern, gibt auch die Erklarung fiir das bewahrte 
analytische Verfahren zur Harnstoffbestimmung nach O. Folin (4). Eine 
Zerlegung des Harnstoffs in Ammoniak und Kohlensaure findet im all- 
gemeinen nur bei Anwendung sehr energischer Spaltungsmittel und auch 
da nur schwierig statt. Selbst bei 24stiindigem Kochen des Harns mit 
mehreren Volumina konzentrierter HC] wird nach Pfaundler (5) nicht aller 
Harnstoff zersetzt, und nach Pfliiger muB man, um 0,1 g Harnstoff zu 
zerlegen, mit 10g Phosphorséure auf 230 bis 260° erhitzen. Um so iiber- 
raschender ist die von Folin gefundene Tatsache, daB der Harnstoff in 
einer siedenden Lésung von Magnesiumchlorid in einer halben Stunde 
volistandig zerlegt wird. Es bildet sich eine Komplexverbindung mit 
Harnstoff : 


[Me<y He >€ 0 (Hy Os] Ch, 
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der Harnstoff wird also Teil eines komplexen Magnesiumions. Nun sind 
die Magnesiumverbindungen besonders zur Hydratisation (d. i. Komplex- 
bildung) geneigt und in den gebildeten Hydraten ist die Haftfestigkeit des 
Wassers sehr groB, das Wasser geht erst bei Temperaturen iiber 200° weg. 
Auf dieser Haftfestigkeit des Wassers beruht auch die Neigung des MgCl, 
zur Hydrolyse, was ja z. B. im Leblane-SodaprozeB angewandt wird. Bei 
der hohen Temperatur von etwa 160° wird aber das genannte Magnesium- 
Harnstoffkomplexion hydrolysiert. Die nahe Verwandtschaft dieser 
Reaktion mit der Hydratbildung des Magnesiums kann uns der Vergleich 
folgender beiden Vorginge sehr deutlich vor Augen fiihren: 


OH H 
I. MgCl, +2H,O —> Olle.gcl, —» Mg—Ch —> Mg(OH), +2HCL 
2 
OH H 
Komplexbildung Hydrolyse Mit iiberhitztem 
bei 150° Wasserdam pf 
OH, 
Il. MgCl, + 2H,0 + CO(NH,), > CO<N TP > Me Ch —> €0;(NH,)) MgCl, 
OH, 
Komplexbildung Hydrolyse bei 150° 
—> MgO, + 2NaCl+2NH, +2H,0 
+ 2 NaOH. Mit Natroulauge 


Auch die Grignard-Reaktion beruht darauf, da8 das Magnesium 
Komplexsalze von besonderer Haftfestigkeit bildet, denn die katalytische 
Beschleunigung, die die Reaktion durch Ather erfahrt, ist ja die Folge der 
Komplexbildung: 


C, He» +] Mg X eee O(Cy Hs) und C,, He» +1 MgX eee 2 O(CsH5)eo. 


Il. 

Im vorigen Abschnitt habe ich auf die besondere Neigung des 
Magnesiumions zur Bildung von Komplexverbindungen (auch Hy- 
draten) und die groBbe Haftfestigkeit dieser Komplexe hingewiesen. 
Es lag nahe, diese allgemeine Eigenschaft auch zur Erklarung der 
physiologischen Mg-Wirkungen heranzuziehen. Da tritt uns vor allem 
der vielfache Antagonismus zum Calcium entgegen, den man auch 
versuchen méchte, physikalisch-chemisch zu deuten. 


Physiologisch tritt dieser Antagonismus am schirfsten bei der 
narkotischen Wirkung der Magnesiumsalze hervor. Sie berauben alle 
Teile des Nervensystems ziemlich gleichmaBig ihrer Erregbarkeit, 
eine besondere Affinitaét zu bestimmten Zentren oder Abschnitten be- 
steht nicht. Das weist auf eine allgemeine physikalisch-chemische 
GesetzmaBigkeit, ebenso die Tatsache, daB die Wirkung durch Calcium- 
salze aufgehoben werden kann. Aber auch bei der Abfiihrwirkung — 
wohl der bekanntesten Wirkung des Bittersalzes — begegnet uns der 
Antagonismus Calcium: Magnesium. Seit Buchheim wissen wir, daB 
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diese Abfiihrwirkung auf der wasseranziehenden bzw. -zuriickhaltenden 
osmotischen Kraft der schwer resorbierbaren zweiwertigen Ionen be- 
ruht. Daneben kommt aber vielleicht auch eine Beeinflussung der 
motorischen wie der sekretorischen Funktion der Darmwand in Frage, 
wie dies besonders Mc Collum (6) und F. Barcroft (7) angenommen 
haben. Auf die Kalkfaillung durch Laxantien hat schon Hofmeister 
hingewiesen und H. H. Meyer und sein Schiiler Chiari (8) haben ge- 
zeigt, daB durch Kalkentziehung der Erfolg motorischer und sekretori- 
scher Erregungen gesteigert wird. 

Bei unseren Versuchen iiber den Salzfehler hat sich ergeben, daB 
den Calciumsalzen auch die Fahigkeit zukommt, mit Aminosiuren 
komplexe Verbindungen zu liefern. Das Calcium kann also ebenfalls 
Bestandteil eines Komplexions sein, wie auch Angaben der Literatur 
zeigen, z. B. Cs,[Ca(NO,),]. Die Haftfestigkeit dieser Calcium- 
komplexe ist allerdings viel geringer als beim Mg, wie wir quantitativ 
zeigen konnten. Wenn also in einer Lésung Ca- und Mg-Ionen vor- 
handen sind, wird sich von den Komplexen, in denen das Ca als Kation 
auftritt, mehr bilden, als von denen, in welchen das Mg das Kation 
bildet. 

wMg[CaYy. Xo] 
MgXq+CaYycc day 
*Ca[MgX,. Y.] 
Daraus geht ohne weiteres hervor, daf bei Ionenreaktionen bzw. Tonen- 
wirkungen das Calcium als Antagonist gegeniiber dem Magnesium 
relativ starker wirkt als umgekehrt, das Magnesium gegeniiber dem 
Calcium. Andererseits erklirt dieses Verhalten die Befunde, daB das 
Ca aus dem Organismus durch das Mg leichter verdringt werden kann 
als umgekehrt das Mg durch das Ca. So bewirkt Mg-Zufuhr nach 
Schiff und Stransky (9), Luigi Conti (10) und Bogert und Kittrick (11) 
regelmaBig eine deutliche Erhéhung der Calciumausfubr, wahrend 
nach letzteren Calciumzufuhr die Magnesiumausscheidung nicht immer 
und nur in geringem Grade beeinfluBt. 

Die Neigung des Calciums zur Komplexbildung ist schon daraus 
ersichtlich, daB sich die in Wasser schwer léslichen Calciumsalze, z. B. 
CaCO,, in Gegenwart anderer Salze, z. B. schon von NaCl, in ver- 
mehrter Menge lésen. Wirksamer ist das Na,SO,, weil es das zwei- 
wertige, zur Komplexbildung geneigtere Sulfation enthalt. | Noch 
wesentlich wirksamer sind die Magnesiumsalze. Ich habe diese Neigung 
der Calciumsalze zur Komplexbildung mit Magnesiumsalzen quantitativ 
studiert, indem ich die Léslichkeitssteigerung der ,,wasserunléslichen‘* 
Calciumsalze untersuchte. 


Die Tatsache, daB sich wasserunlésliche Calciumsalze bei Gegen- 
wart von Magnesiumsalzen erheblich leichter lésen, ist sehr einfach zu 
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zeigen, wie folgender Versuch lehrt: eine 5n MgCl,-Lésung wurde 
20 Stunden mit CaCO, geschiittelt. Das Filtrat gibt mit Ammon- 
oxalat auch bei 24stiindigem Stehen keine Triibung. Wird jedoch 
l ceom auf das Fiinf- bis Zehnfache verdiinnt, so entsteht bei Stehen iiber 
Nacht ein deutlicher Niederschlag. Dies zeigt schon, daB es sich 
dabei um einen gesetzmaBigen Vorgang handelt, indem die Menge 
des in Lésung verbleibenden Calciums von der Magnesiumkonzentration 
abhingt. Quantitativ zeigt dies folgender Versuch. 

Durch Fallen einer Lésung von bekanntem CaCl,-Gehalt mit Na,CO, 
wurde eine genau bekannte Menge CaCO, in Zentrifugierglisern erzeugt, 
dieses mit MgCl, in steigenden Konzentrationen mehrere Stunden am 
Wasserbad digeriert, dann das ungelést gebliebene Calcium wie auch das 
in der Lésung durch Ammonoxalat fallbare durch Titration mit Permanganat 
bestimmt. 





' . Davon durch : . Davon durch 
L, Ge as Os - * 2» as C% - 
, Mg reldste *  Oxalat fillbar " Mg : Gelistes Ca Oxalat fallbar 
kKonzentration Konzentration 

mg-?/» Oly mg-°/9 Jo 


5n 32 3 0.5n 12 25 
2.5n 28 3.5 0,25n 5,2 90 
ln 13,5 15 Wasser 4,2 


Bei Gegenwart.von Mg-Salzen kann also das Ca dem Nachweis durch 
Oxalat mehr oder weniger entgehen. 

Viel vollstandiger wird die Fallung bei ammoniakalischer Reaktion, 
nur fallt hier ein Teil des Mg als Mg (OH), mit. 


Es wurde immer so viel N H, zugesetzt, bis eben eine deutliche Triibung 
von Mg(OH), auftrat. Diese wurde nach mehrstiindigem Stehen in 
Essigsiure gelést und nachher nog¢h vor dem Abzentrifugieren des Calcium- 
oxalats iiber Nacht stehengelassen. Dabei ist zwar trotz des Lésens in 
Essigsiure ein Mitfaillen von etwas Mg oft nicht zu vermeiden, so daB die 
Werte oft etwas zu hoch ausfallen, was jedoch keine groBe Rolle spielt. 
So kann das Ca in Magnesiumlésungen bis zu fast Normalkonzentration 
quantitativ wiedergefunden werden, wihrend bei héheren Konzentrationen 
nur ein verhaltnismaéBig kleiner Bruchteil des Ca als Oxalat fillbar ist, 
wie z. B. folgender Versuch 3 zeigt: 





Deven éusen Davon durch 
O ave P 
Mg- Gelistes Ca Ss Mg- Gelistes Ca Oxalat und 
Konzentration fillbar Konzentration Ammoniak 
fallbar 
mg-°/9 Fo mg-°/9 
bn =| ab 10 O5n | 102 | vollstandig 
2,5n 39 20 0,25 n 8 * 
ln 23 92 Wasser 43 





Wie schon die beiden mitgeteilten Versuche zeigen, gehen bei 
Gegenwart von Mg ziemlich grobe Mengen von CaCO, in Lésung. 
Die absolute Menge schwankt je nach den duBeren Bedingungen in 
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ziemlich weiten Grenzen. Die Ermittlung genauer Werte fiir den end- 
giltigen Gleichgewichtszustand ist biologisch wohl nicht von Interesse. 
Doch méchte ich hervorheben, daB beim Schiitteln bei Zimmer- 
temperatur die Léslichkeit geringer ist als bei Behandlung im Wasser- 
bad, was deshalb besonders bemerkenswert erscheint, weil sich die 
reinen Ca-Salze ja umgekehrt verhalten. Als Beispiel mége der Ver- 
such 16 nach langerem Schiitteln von frisch gefilltem CaCO, in 
Magnesiumlésungen von steigendem Gehalt dienen: 





Mg- Gelistes Ca Mg- Gelistes Ca 
Konzentration mg-°/o Konzentration mg-°/o 

5n 25,5 0,5 n 8,0 

2n 16,4 Wasser 4.8 


Im Vergleich zu obigen Tabellen zeigt er die niedrigsten Werte, nur 
bei Wasser ist die Léslichkeit hier etwas héher. Doch geht die Léslichkeit 
im Wasserbad oft noch erheblich héher als in oben gezeigten Versuchen, 
so z. B. gelegentlich bis auf 76 mg-°, Ca in n MgCl. 

Ebenso wie das CaCO, verhalt sich auch sein saures Salz, das 
Calciumbicarbonat, das sich ja schon in Wasser betriachtlich lést. 
Hier konnte nur die Fallung des Ca durch NaHCO, studiert werden, 
da das feste Ca(HCO,), zu rasch in das Carbonat iibergeht. Dieser 
Ubergang erfolgt allerdings zum Teil bereits in Lésung bzw. bei der 
Ausfallung, besonders bei Anwendung héherer Konzentrationen. So 
erhalt man einigermaBen reine Werte nur in starkerer Verdiinnung, 
wie etwa in Versuch 5: 





In Lésung ge- In Lisung ge- 


—.. 2 bliebenes Ca], Me- bliebenes Ca 
Konzentration ‘ Konzentration e 
mg-°/9 mg-°/o 
1 al 77 1 3921 58 
Ign 70,5 Wasser 49,5 


™m hédheren Konzentrationen entsteht stets ein nennenswerter Anteil 
CaCQ,;. Gerade in solchen Gemischen ist der Einflu8 der Magnesiumsalze 
auf die Léslichkeit iiberaus deutlich, wenn man auch nie das genaue Ver- 
haltnis des Carbonats zum Bicarbonat kennt. Dies kann Versuch 6 ver- 





anschaulichen : 
Mg- Gelistes Ca Mg- Gelistes Ca 
Konzentration mg-°/5 Konzentration mg-°/o 
2n 172 0,25 n 27 
ln 86 O,1n 16 
0,5n 34,5 Wasser 2.5 


Aber die Wirkung der Magnesiumsalze auf die Léslichkeit er- 
streckt sich nicht nur auf die Carbonate, sondern anscheinend auf 
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alle schwerléslichen Calciumsalze, von denen noch die biologisch 
wichtigen Phosphate in den Bereich meiner Untersuchungen gezogen 
wurden. 

So zeigt Versuch 7, bei dem analog wie beim Carbonat mit Dinatrium- 
phosphat und Ammoniak gefalltes Calciumphosphat am Wasserbad mit 
Magnesiumchlorid digeriert wurde, zwar geringere absolute Werte als das 
Carbonat, doch eine sehr deutliche Léslichkeitssteigerung gegeniiber Wasser : 





Mg- Geldstes Ca Mg- Gelistes Ca 
Konzentration mg-9 5 Konzentration mg-°/, 

5n 8,7 0,5n 1,5 

2,5n 4.6 Wasser 0,5 

In 2.6 


Noch deutlicher ist die Léslichkeitssteigerung beim sekundaren 
Phosphat, das auf gleiche Weise wie das Bicarbonat durch Fallungs- 
verhinderung bei Anwesenheit von Magnesiumchlorid untersucht wurde 
und analoge Verhaltnisse zeigte. 

Weiterhin erschien es noch interessant, zu untersuchen, ob eine 
Léslichkeitssteigerung auch bei verminderter Wasserstoffionenkonzen- 
tration nachweisbar ist, bzw. ob die Calciumsalze bei Gegenwart von 
Magnesiumsalzen auch noch bei einer alkalischeren Reaktion als 
normalerweise in Lésung bleiben. Bekanntlich hat K. Klinke fest- 
gestellt, daB die Calciumsalze bereits bei einem p, von 5,6 ausfallen. 
Ich habe diese Fallungsgrenze in Phosphatpuffergemischen bei An- 
wesenheit verschiedener Magnesiumkonzentrationen untersucht, und 
dabei hat sich ergeben, daB diese Fallungsgrenze durch Magnesium- 
salze wesentlich nach der alkalischen Seite hin verschoben wird, bei 
Anwendung etwa molarer Magnesiumsalzkonzentration bis an -die 
Neutralitatsgrenze. 





Fallungs- Fallungs- 
ee ie grenze des an. grenze des 
Konzentratiou Ca bei py Konzentration Ca bei pa 

0,05 m 6,1 0,5 m 6,9 
0,1m 6,3 0,7 m 7,1 
03m 6,7 1,0m 7,3 


1. Die biologische Wirkung der Magnesiumsalze laBt sich auf 
physikalisch-chemischem Wege erkliren durch ihre ausgesprochene 
Neigung, Komplexverbindungen einzugehen (grofe Ladungsdichte). 

2. Mit Hilfe elektrometrischer Titration gelingt es zu zeigen, daB 
zwischen Magnesiumsalzen und Aminosdiuren in wiasseriger Lésung 
Komplexverbindungen entstehen, was auch zur Erklarung anderer 
Verfahren, z. B. der Folinschen Harnstoffbestimmung, herangezogen 
werden kann. 
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3. Bei Gegenwart von Magnesiumsalzen lésen sich wasserunlésliche 
Calciumsalze in erheblicher Menge, wie durch quantitative Versuche 
gezeigt wird. Auch das la8t sich durch Entstehung von Komplex- 
verbindungen erklaren, in denen das Calcium Teil des Komplexions ist. 
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Der Einflu6 von Elektrolyten auf die bakterizide Wirkung von 
Kupfer- und Silbersalzen. Die Abhingigkeit der bakteriziden 
Wirkung von der elektrostatischen Ladung der Bakterien. (Er- 
klirung der sog. Salzhemmung der oligodynamischen Wirkung.) 


Von 
Nikolaus Leitner. 
(Aus dem Stadtischen Hygienischen Universitatsinstitut in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 8. Mdrz 1930.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Es ist allgemein bekannt, daB der bakterizide Grenzwert eines 
Desinfektionsmittels bei verschiedener Konzentration liegt, je nach dem 
Milieu, in welchem das Mittel wirkt; in reinem Wasser wirken manchmal 
schon Spuren des Desinfiziens, wihrend in Bouillon nur héhere Kon- 
zentrationen (das 1000fache oder noch mehr) dieselbe Wirkung haben. 
Die Angabe eines absoluten Titers ist deshalb unmdglich, er wechselt 
je nach dem Milieu, und aus dem Verhalten in einem Medium lassen 
sich keine Schliisse ziehen, wie sich das Mittel in einem anderen ver- 
halten wiirde. Die Griinde, warum z. B. ein Metallsalz bei derselben 
Konzentration in Bouillon, also in einem auBer Wasser noch Eiweib- 
kérper, Elektrolyte, Kohlenhydrate usw. enthaltenden Medium weniger 
bakterizid wirkt als in destilliertem Wasser, sind sehr verschieden; 
wir wollen einige anfiihren. Die Léslichkeit des Metallsalzes in Bouillon 
kann geringer sein als in Wasser, ein Teil fallt darum als Bodenkérper 
aus; die Konzentration an geléstem Salz ist also in der Bouillon geringer 
als in Wasser. AuBer den Bakterien enthalt die Bouillon zum Teil 
hochmolekulare EiweiBkérper, die rein adsorptiv die Metallionen 
binden, auBerdem kommt es aber auch zur chemischen Bindung, zur 
Bildung von Metallalbuminaten; in reinem Wasser binden nur die 
Bakterien die Metallionen. Die von einem Bakterium gebundene 
Metallionenmenge ist daher in Aqua dest. gréBer als in Bouillon — gleiche 
Menge des zugesetzten Metallsalzes und der Bakterien vorausgesetzt. 
Die EiweiBkorper hemmen also die bakterizide Wirkung der Metallsalze. 
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Welche Rolle spielen die Elektrolyte, die sich auBer den Metall- 
salzen in der Lésung befinden ? Durch Elektrolyte kann |. das Metallsalz 
in eine unlésliche oder weniger lésliche Form gebracht werden; z. B. kann 
das sehr gut lésliche AgNO, durch Schwefelammonium in das un- 
lésliche Ag,S oder durch Kochsalz in das nur wenig lésliche AgCl 
iiberfiihrt werden ; 2. es kann zur Komplexsalzbildung kommen, wodurch 
die Zahl der freien, dissoziierten Metallionen verringert wird. (Diese 
Frage wird spater eingehend besprochen.) In beiden Fiillen handelt 
es sich also um einen rein chemischen Vorgang, der sich zwischen Metall- 
salz und Elektrolyt in der Flissigkeit abspielt ; die Zahl der dissoziierten 
Metallionen wird dadurch verringert und so die bakterizide Wirkung 
des Metallsalzes gehemmt. 

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, daB die Elektrolyte noch einen 
besonderen EinfluB auf die bakterizide Kraft der Schwermetallsalze 
ausiiben, der grundsdtzlich verschieden ist von dem unter 1. und 2. aus- 
gefiihrten. Wahrend obige Prozesse rein chemischer Natur sind und in 
der Fliissigkeit auBerhalb der Bakterien vor sich gehen, handelt es 
sich hier um einen physikalisch-chemischen Vorgang, der am Bakterium 
sich abspielt. 

Die Versuchsergebnisse vorwegnehmend, besteht dieser besondere 
Einflu8 der Elektrolyte im folgenden: bestimmte, chemisch und physikalisch- 
chemisch genau definiegte Elektrolyte bewirken eine Abnahme der adsorptiven 
Kraft der Bakterien, so daB, obwohl das Mehrfache der bakteriziden Grenz- 
konzentration des Metallsalzes in der Lésung ist, durch das Bakterium nur 
ein Bruchteil davon gebunden wird; die bakterizide Wirkung wird also 
gehemmt. Eine andere Klasse von Elektrolyten wieder erniedrigt nicht 
die adsorptive Kraft. -Zahlreiche Versuche weisen darauf hin, daB es gelingt, 
durch manche Elektrolyie die adsorptive Kraft des Bakteriums und damit 
auch die bakterizide Wirkung mancher Schwermetallsalze zu steigern. 

Im folgenden wird das Phinomen dieses Elektrolyteinflusses 
beschrieben, die Sonderstellung anderen Elektrolyteinfliissen gegeniiber 
gezeigt und durch Versuche gestiitzt, sowie die Deutung dieser Er- 
scheinung gebracht. AnschlieBend wird der Zusammenhang mit der 
Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentration des Milieus auf die 
Desinfektionsmittelwirkung besprochen und die Erklarung der so- 
genannten Salzhemmung der oligodynamischen Wirkung — die ich in 
einer friiheren Mitteilung beschrieben habe — gegeben. 


Versuchstechnik. 


Die von uns ausgefiihrten Versuche sind Abtétungsversuche. 
Als abtétendes Prinzip wurden Kupfer- und Silbersalze verwendet, 
in manchen Versuchen in Form des sogenannten oligodynamisch 
aktivierten Wassers (es sei mit Odw. bezeichnet). Dieses wird bereitet, 
indem man in redestilliertes Wasser chemisch reines Kupfer- bzw. 
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Silberblech einlegt und einige Tage stehen laBt. Priift man nach Ent- 
fernung des Metallstiickes das Wasser auf bakterizide Wirkung, indem 
man z. B. 5 ccm desselben mit einigen Millionen gewaschener Bakterien 
beimpft und einige Stunden im Brutschrank stehen laBt, so erweist 
sich dieses mit Metall aktivierte Wasser in hohem MaBe bakterizid. 
Ein solches aktiviertes Wasser behalt noch nach Monaten seine bakteri- 
zide Wirkung und ist sehr konstant. Oben erwahnte ich, daB ich 
, Schwermetallsalze“ als bakterizides Prinzip verwendete. Sind diese 
aktivierten Wasser auch als Schwermetallsalzlésungen anzusprechen ’ 

Bekanntlich neigten die meisten Autoren von jeher zu der Ansicht, 
daB die oligodynamische Wirkung eine rein chemische Wirkung ist; 
vom Metall sollen im Wasser Spuren in Lésung gehen, die zur biologi- 
schen Wirkung ausreichen. Demgegeniiber stand aber die Tatsache, 
daB lange Zeit fiir das Silber z. B. der qualitative Nachweis im akti- 
vierten Wasser nicht gefiihrt werden konnte, und auch dann, als der 
qualitative Nachweis gliickte, fehlte noch der Beweis, daB das Silber 
in Mengen in Lésung geht, die zu einer chemischen Wirkung ausreichen. 
Auf potentiometrischem Wege, mittels der Nernstschen Silberkette, 
konnte ich die Silberionenkonzentration eines solchen Ag-Odw. messen (2) 
und zeigen, daB bei gleicher biologischer Wirkung im aktivierten Wasser 
die Silberionen in derselben Konzentration vorhanden sind, wie in einer 
Silbersalzlésung. Ein durch Einbringen von blankem Metall aktiviertes 
Wasser ist also eine Metallsalzlisung. Es sei hier die erst nach Erscheinen 
meiner Mitteilung mir bekannt gewordene Arbeit von K. v. Neergaard 
zitiert (3), der ebenfalls mit Hilfe potentiometrischer Messungen und 
auch durch elektrometrische Titration die Silberionenkonzentration 
eines oligodynamischen Wassers bestimmte und die Meinung aussprach, 
daB es sich bei dem oligodynamischen Agens um eine lésliche ionisierte 
Silberverbindung handelt. 

Die bakterizide Wirkung des von uns bereiteten Odw. wurde aus- 
titriert und bei den Versuchen die ,,Grenzkonzentration*‘ dieser Metall- 
salzlésungen verwendet; z. B. von Cu-Odw. eine fiinffache Verdiinnung, 
die 400000 bis 1000000 eingebrachte Bakterien pro Kubikzentimeter 
in 10 Stunden bei Brutschranktemperatur eben noch abtétete. 

Als Testbakterium diente Bact. coli (Stamm NO,,). Da aber die 
Bestandteile des Nahrbodens, EiweiB und Elektrolyte, die Metallsalze 
in durchaus unkontrollierbarer Menge binden und dadurch die Ver- 
suche stéren, muBten die Bakterien vorbehandelt werden. Eine 
24 Stunden alte Bouillonkultur derselben wird scharf abzentrifugiert, 
die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen und der Bodensatz noch dreimal 
mit Aqua redest. gewaschen, der letzte Bodensatz schlieBlich in 5 ccm 
Aqua redest. aufgeschwemmt und im Eisschrank aufbewahrt. Durch 
diese Manipulation werden die EiweiSbestandteile und Elektrolyte 








2) 








Einflu8 von Elektrolyten auf die bakterizide Wirkung usw. 45 


der Bouillon méglichst entfernt. Die so gewonnene Suspension halt 
sich gut und kann 5 bis 6 Tage verwendet werden. 

In den Versuchen soll also jedes stérende Moment ausgeschaltet 
werden, darum fiihrten wir die Versuche nicht in Nahrlésungen aus. Das 
bakterizide Prinzip wird in redestilliertem Wasser gelést, mit ge- 
waschenen Bakterien beimpft und mit verschiedenen Elektrolyten 
in fallenden Konzentrationen versetzt, und es wird nun festgestellt, 
ob eine Beeintrachtigung der bakteriziden Wirkung eintritt. 

Ein Versuch gestaltet sich wie folgt. Es werden z. B. mit NaCl 
in Reagenzglisern Verdiinnungsreihen gemacht mit je 4ccm Inhalt 
vom m/l bis m/512, dann wird je 1 cem Cu-Odw. zugesetzt (dadurch 
das oligodynamische Wasser fiinffach verdiinnt, auch die molare 
Konzentration der Salzlésungen gleichmaBig vermindert) bzw. einer 
zweiten Salzverdiinnungsreihe je 1 ccm Aqua redest. zugesetzt, ge- 
schiittelt; es werden dann alle Réhrchen gleichmaBig beimpft. Als 
Kontrolle werden Réhrchen mit 5 ccm redestilliertem Wasser beimpft. 
Die zweite Verdiinnungsreihe unterscheidet sich von der ersten nur 
dadurch, daB sie kein Odw. enthalt, sie ist eine Kontrollreihe. Die 
Réhrechen werden 10 bis 14 Stunden im Brutschrank gehalten, dann 
zu je 0,lecm mit Nahragar gemischt und zu Platten ausgegossen. 
Nach 36 bis 48 Stunden Bebriitung kénnen die Platten ,,ausgezahlt*, 
d. h. die Zahl der iiberlebenden Keime durch Zahlung der aus ihnen 
entstandenen Kolonien festgestellt werden. 

Zur Demonstration eines solchen Versuchs sei hier ein Protokoll 
angefiihrt. Das bakterizide Prinzip ist Cu-Odw., das zugesetzte 


Salz KCl. 
. Tabelle I. 


Protokoll O,,. Einwirkungszeit 14 Stunden im Brutschrank. 





Rohrehen Aqua redest. K Cl-Gehalt me gr —— 
ty eer 4.0 m/2 1,0 54,700 
ised a hare 4,0 m/4 1,0 173,900 
oe are 4.0 ms 1,0 187,600 
os <2 4,0 m/16 1,0 98,500 
” ese ve 4,0 m/64 . Ba 68,300 
Daim «hort 4,0 m/256 1,0 0 
OU ee ie 4.0 — 1,0 0 
es a 5,0 - — 320,000 
Pats he ce 5,0 m/2 31,500 
Be te Sarak 5,0 m/4 _- 294,000 
tee ae Se 5,0 m/8 he 840,000 
Ma” os ‘ 5.0 m/16 - 280,000 
oe ; 5.0 m/64 — 310,000 
a 5 ae 5.0 m/256 — 330,000 


In diesem Versuch ist A ein Kontrollréhrchen, es enthalt nur 
Aqua redest. mit Bakterien. Wie zahlreiche Versuche zeigten, wirkt 
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Aqua redest. innerhalb der Versuchszeit nicht bakterizid auf die ver- 
wendeten Bakterien, die Keimzahlen sind, innerhalb der Fehlergrenze 
der Zahlmethodik, die gleichen in Aqua redest. und in den Salzlésungen. 
Erst héhere Salzkonzentrationen von m/4 aufwarts schadigen die Bak- 
terien. Réhrchen g zeigt, daB die zugesetzte Cu-Odw.-Menge sterili- 
sierend wirkt. Es sei hier nochmals erwaihnt, daB diese Menge eine 
Grenzkonzentration ist, d.h. eben ausreicht, um unter obigen Be- 
dingungen in salzfreiem Milieu sterilisierend zu wirken. 


Zur besseren Ubersicht und um verschiedene Versuchsergebnisse 
besser vergleichen zu kénnen, fiigen wir die kurvenmaBige Darstellung 
des Versuchs bei; die Keimzahl in Aqua redest. ist als 100°, gesetzt 
(s. Abb. 1). Das Ergebnis dieses Versuchs wird spater besprochen. 
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Abb. 1. 
—— Keimzahlen in verschieden konzentrierten K Cl-Lésungen in 9/9. 
----- Keimzahlen in den Cu-Odw.-haltigen K Cl-Lisungen in °/9. 
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Keimzahlen in verschieden konzentrierten CaClp-Lisungen in °/o. 
--— Keimzahlen in den Cu-Odw.-haltigen CaCly-Lisungen in °/o. 
a = Keimzahl in Cu-Odw. ohne Salz. b = Keimzahl in Aqua dest. = 100°)». 
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Keimzahlen in verschieden konzentrierten NH, Cl-Lésungen in ° 9. 


--- Keimzahlen in den Cu-Odw.-haltigen NH, Cl-Lisungen in °/o. 
a = Keimzahl in Cu-Odw. ohne Salz. 6 = Keimzahl in Aqua dest. = 100 °/o. 
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Abb. 4. 
—— Keimzahlen in verschieden konzentrierten Kaliumcitratlésungen in °/9. 
----- Keimzahlen in den Cu-Odw.-haltigen Kaliumcitratlisungen in °/9. 
a = Keimzahl in Cu-Odw. ohne Salz. 6 = Keimzahl in Aqua dest. = 100 9/9. 
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—— Keimzahlen in verschieden konzentrierten Natriumacetatlisungen in °/9. 
--- Keimzahlen in den Cu-Odw.-haltigen Natriumacetatlisungen in °/». 
a = Keimzahl in Cu-Odw. ohne Salz. 6 = Keimzahl in Aqua dest. = 100°/o. 


Der Einflu8 der Salze der Alkalien und Erdalkalien auf die bakterizide Wirkung 
von Kupfersalzen. 

In der oben beschriebenen Versuchsanordnung wurden eine Reihe 
von Salzen, die, von den hohen Konzentrationen abgesehen, fiir Bak- 
terien indifferent sind, in bezug auf den EinfluB, den sie auf die bak- 
terizide Wirkung von Schwermetallsalzen ausiiben, gepriift. Man kann 
die Salze nach ihrer Wirkung in drei Gruppen einteilen. 

I. Hierher gehéren die neutralen und schwach saufen Salze der 
Alkalien und Erdalkalien, z.B. NaCl, KCl, NH,Cl, CaCl,, K,S0,, 
MgSO,. Abb. 1 bis 3 demonstrieren diese Wirkung, die man mit einem 
Wort als Salzhemmung bezeichnen kann. Die Abbildungen zeigen: 

1. daB héhere Konzentrationen der zugesetzten Salze (KCI, 
NH,Cl) an sich die Keimzahl vermindern, mit steigender Verdiinnung 
(m/4 und darunter) aber die Zahl der iiberlebenden Bakterien rasch 
zunimmt und die Zahl der Kontrolle erreicht; 

2. daB das Metallsalz (hier Cu-Odw.) in Aqua dest. alle eingeimpften 
Bakterien abtétet: 

3. daB der Zusatz dieser Salze die bakterizide Wirkung des Kupfers 
hemmt, diese Hemmung mit steigender Salzkonzentration zunimmt und 
etwa bei m/4 bis m/16 thr Maximum erreicht. Da hohere Salzzusitze 
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(m/8 und dariiber) die Keimzahl erniedrigen und die tiberlebenden 
Bakterien schadigen, laBt sich im abfallenden Ast der Kurven schwer 
auseinanderhalten, was der Salzschidigung und was der restlichen 
Schwermetallsalzwirkung zuzuschreiben ist. Dieser Teil der Kurve 
ist aber fiir unsere Fragestellung belanglos; 

4. daB der Grad der Hemmung der bakteriziden Wirkung ein 
betrachtlicher ist; bei unserer Versuchsanordnung betrigt er durch- 
schnittlich 50 bis 70°... 

I]. Zur Gruppe Il gehéren Kaliumoxalat, Kaliumcitrat, Am- 
moniumoxalat. Abb. 4 demonstriert den Kurventypus dieser Gruppe. 
[An dieser Kurve fallt es auf, daB die Keimzahl in den Citratlésungen 
oft gréBer ist als in Aqua dest.; die Ursache dafiir ist, daB Bakt. coli 
im Citrat sich schon bei kurzer Versuchsdauer (8 Stunden) vermehrt; 
um dieses stérende Moment auszuschalten, wurden viele Versuche 
bei Eisschranktemperatur ausgefiihrt. | 

III. Zur Gruppe III gehéren die alkalisch reagierenden Salze 
der Alkalien und Erdalkalien, z. B. K,CO,, Na,PO,, Natriumacetat, 
Kaliumacetat. Beit Zusatz dieser Salze erfolgt keine Hemmung der 
bakteriziden Wirkung (s. Abb. 5). Die besondere Stellung der Salze 
der Gruppe III den anderen gegeniiber liegt auf der Hand: sie hemmen 
die bakterizide Wirkung des Kupfersalzes nicht. Was berechtigt uns 
aber, Gruppe I von Gruppe II zu trennen ? 

Bei oberflichlicher Betrachtung sind beide Kurventypen (Abb. 1 
bis 3 verglichen mit 4) einander gleich. Bei einer bestimmten Salz- 
konzentration beginnt die Hemmung der Bakterizidie, und der Grad 
der Hemmung nimmt parallel der Konzentration des zugesetzten 
Salzes zu. Betrachten wir aber die Kurven naher, so fallt uns folgen- 
des auf: 

1. Bei Gruppe I beginnt die Hemmung der Bakterizidie zwischen 
m/1024 und m/256, wihrend Gruppe II schon in viel starkeren Ver- 
diinnungen (m/512000 bis m/64000) hemmt. (Ein geringer Grad 
der Hemmung, der aber nicht 1 °,, ausmacht, tritt sogar in noch héheren 
Verdiinnungen ein.) 

2. Das Maximum der Hemmung betragt bei Gruppe I durch- 
schnittlich 50 bis 70°, bei dieser Versuchsanordnung, bei Gruppe II 
erreicht es immer 90 bis 100°. 

3. Viel deutlicher wird der Unterschied, wenn man in den Ver- 
suchen die Giftmengen, das ist die Konzentration des zugesetzten 
Metallsalzes, variiert. In den obigen Versuchen wurde immer die Grenz- 
konzentration des Giftes, die einfach tédliche Dosis zugesetzt und die 
zugesetzte Salzkonzentration variiert. Es soll nun bei gleichen Salz- 
konzentrationen die zugesetzte Metallsalzmenge variiert werden, es 
wird die einmal, viermal bzw. achtmal tédliche Dosis zugegeben. Um 





die 








Vv = = 


“ 


Ww 





Einflu8 von Elektrolyten auf die bakterizide Wirkung usw. 49 


die Vermehrung der Bakterien auszuschalten, stellten wir die Réhrchen 
in der Einwirkungszeit (16 Stunden) in den Eisschrank; da aber ver- 
schiedene Manipulationen bei Zimmertemperatur ausgefiihrt werden 
miissen, fand eine geringe Vermehrung doch statt, sie betrigt aber 
héchstens 30°,. Tabelle II und III zeigen die Einzelheiten dieses 
Versuchs. 

Tabelle 11. 


Protokoll O,;,. Einwirkungszeit 16 Stunden im Eisschrank. 





Roébrchen Ca C),-Gehalt Zusatz von Keimzahl 
Nr. in mol. Konz. Cu-Odw. D. in 1,0 
1 m/8 0,5 48 000 
2 m/16 0,5 90 000 
3 m/32 05 18 000 
+ m/5 2.0 17 500 
5 m/16 2,0 Alle 2 400 
6 m/32 2,0 Roéhrehen 909 
7 m/8 4.0 mit 80 
8 m/16 4,0 Aqua redest. 290 
gy m/32 4,0 auf gleiches 0 
10 m/8 -— Volumen 125 000 
11 m/16 _- aufgefiillt 143 000 
12 m/32 _ 172 500 
13 — 0.5 0 
14 -- 2.0 0 
15 _ -- 








183 000 


Tabelle III (Kontrollen s. Tabelle II). 


Protokoll O,;.. Einwirkungszeit 16 Stunden im Eisschrank. 





— Ammoniun- Ee cateneahi 
wor | ,Oxalatgehalt | Gaara ‘10. 
1 m/8 0.5 141 000 

2 m/16 0.5 170 000 

3 m/32 0,5 All ‘238 000 

4 m/8 2.0 Rahret 201 900 

5 m/16 2,0 a 159 000 

6 m/32 2.0 : 151 400 

7 = 40 Aqua redest. 920) 390 

8 m/16 40 ~ gleiches 149 900 

9 m/32 4.0 olumen 186 100 
10 m/8 m0 aufgefiillt 165 000 
11 m/16 — 170 390 
12 m/32 — 185 100 








Die beiden Tabellen zeigen den grundsatzlichen Unterschied 
in der Wirkungsart beider Salzgruppen. CaCl,, ein Vertreter der 
Gruppe I, hemmt die bakterizide Wirkung der einmal tédlichen Dosis 
bis zu 50°, (Réhrchen 2), die Hilfte der eingeimpften Bakterien wird 
vor der sterilisierenden Wirkung des Kupfers geschiitzt; die viermal 
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tédliche Dosis wird nur bis zu 10°, gehemmt (Réhrchen 4); bei Zusatz 
der achtmal tédlichen Dosis ist die Hemmung praktisch Null (0,5°,). 
Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei Ammoniumoxalat; durch dieses 
Salz wird die bakterizide Wirkung des Kupfers ginzlich gehemmt, 
auch bei Zusatz der achtmal tédlichen Dosis (Réhrchen 7 bis 9). Man 
hat bei den Salzen der Gruppe II den Eindruck, daB sie das Metallion 
chemisch binden und da diese neuen Verbindungen nicht dissoziiert 
sind; die Metallionenkonzentration der Lésung ist also geringer und 
daher die Abnahme der bakteriziden Wirkung. 

Die chemische Bindung, Ausfallung der Kupferionen dient be- 
kanntlich zum Nachweis von Kupfer, so z. B. mit Ferrocyankalium; 
es entsteht das Ferrocyankupfer, ein komplexes Salz, das praktisch 
nicht dissoziiert ist. Fiihrt man einen Salzversuch mit Ferrocyan- 
kalium als hemmendem Salz aus, so erhalt man bei graphischer Dar- 
stellung des Versuchs die Abb. 6. 


SF >: 
e ° 

















. | mm | m | _m ab 
16584 | B55 | 26214 
m m m m 
8192 32768 137072 7040000 
Abb. 6. 

—— Log. der Keimzahlen in verschieden konzentrierten Ferrocyankaliumlisungen. 
----- Log. der Keimzahlen in den oligodynamisches Wasser enthaltenden Ferro- 
cyankaliumlisungen. 

a = Keimzahl in oligodynamischem Wasser ohne Salz = 0. b = Keimzahl in Aqua redest, 
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Vergleicht man diese Kurve mit der Kaliumcitratkurve (Abb. 4), 
so fillt uns die Gleichartigkeit beider auf. Bei beiden beginnt die Hem- 
mung in sehr hohen Verdiinnungen, sie erreicht bei beiden 100°, 
also eine vollstandige Hemmung der bakteriziden Wirkung, und beide 
Salze hemmen das Vielfache der tédlichen Dosis. Yom Ferrocyankalium 
ist es bekannt, daB es mit Kupfer Komplexsalze bildet, es ist auch 
bekannt, daB die Oxalate und Citrate zur Komplexsalzbildung neigen. 
Bei unseren Versuchen wirken alle gleich. Diese Versuchsergebnisse 
und Uberlegungen berechtigen uns zu der Annahme, da die Salze der 
Gruppe II durch Komplexsalzbildung mit Kupfer die bakterizide Wirkung 
der Kupfersalze hemmen. 

Wir haben oben auseinandergesetzt, daB die auBer den Metall- 
salzen in der Fliissigkeit vorhandenen Elektrolyte die bakterizide 
Wirkung der Metallionen beeinflussen kénnen: a) indem ein lésliches 
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Metallsalz durch sie in eine unlésliche oder wenig lésliche Form iiber- 
fihrt wird (AgNO, durch (NH,),8 in Ag,8, oder durch NaCl in AgCl, 
das nur wenig léslich ist); b) durch Bildung von Komplexsalzen. Auch 
hier kommt es zu einer Verminderung der freien Metallionen in der 
Lésung und dadurch zur Hemmung der biologischen Wirkung. In 
beiden Fallen handelt es sich um rein chemische Prozesse, die sich in 
der Fliissigkeit auBerhalb der Bakterien abspielen. In der ,,Salzhemmung", 
die oben beschrieben wurde, erblicken wir aber einen Elektrol yteinflup 
besonderer Art, der mit einer durch chemische Prozesse bewirkten Ver- 
minderung der Metallionen nichts zu tun hat, durch sie nicht erklart 
werden kann und ein Phdnomen sui generis ist. 


Die Hemmung der oligodynamischen Wirkung durch Zusatz von 
NaCl war schon friiheren Autoren bekannt. Bullot beschrieb die Auf- 
hebung der Giftigkeit von Wasser aus KupfergefaiBen fiir Gammarus 
durch kleine Kochsalzmengen. K. Spiro gab dafiir folgende Deutung: 
durch Zusatz von NaCl soll das Cupriion in der Lésung zu Cuproion 
reduziert werden, und das Gemisch von Cupro- und Cupriionen bildet 
sowohl fiir sich, wie mit verdiinnten Chloridlésungen komplexe Salze. 
Dadurch wird also die Menge freier Cupriionen vermindert. 


Wir haben vorher die Art der Hemmung bei Komplexsalzbildung 
(Oxalate, Citrate, Ferrocyankalium) gezeigt und auf die Unterschiede 
hingewiesen, die zwischen dieser Hemmung und der Hemmung durch 
die unter I angefiihrten Salze bestehen. Auf Grund dieser wesentlichen 
Unterschiede lehnten wir bei letzteren die Annahme einer Komplex- 
salzbildung ab und sind der Meinung, daB durch Zusatz dieser Salze 
die Konzentration der freien Metallionen in der Lésung nicht ver- 
mindert wird. 


Zur Unterstiitzung dieser Annahme sollen hier weitere Beweise 
angefiihrt werden. 


Leitfahigkeitsmessungen wurden auf Anraten des Herrn Prof. 
R. Schwartz ausgefiihrt; fiir seinen Ratschlag und sein Interesse soll 
auch hier mein wirmster Dank ausgesprochen werden. Diese Versuche 
wurden aus folgender Uberlegung ausgefiihrt. Die Leitfaihigkeit einer 
Lésung ist vorwiegend von der Zahl der freien Ionen abhaingig. Bestimme 
ich in zwei Elektrolytlésungen, a und b, die Leitfahigkeit und bereite 
dann eine Lésung, die in gleichem Volumen beide Elektrolyte in der- 
selben Konzentration enthalt (a + 6), so bestehen zwei Méglichkeiten: 
1. die Elektrolyte a und 6 stéren sich in der Lésung nicht, es kommt 
weder zu einer chemischen Reaktion in der Fliissigkeit, noch zu einer 
Zurickdrangung der Dissoziation der einen Ionensorte; die Zahl der 
freien Ionen, die in a und 6 gesondert vorhanden waren, addieren sich 
in dem Gemisch a + 6. Da die Leitfahigkeit eine Funktion der lonen- 
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zahl ist, addieren sich auch die Leitfaihigkeiten. (In der Wirklichkeit 
kommt es zu einer vollstandigen Addition niemals, aber zu einer an- 
nihernden.) 2. Durch das Zusammenbringen von a und 6 kommt es 
zu einem chemischen bzw. physikalisch-chemischen Vorgang, wodurch 
die Zahl der freien lonen vermindert wird. Dementsprechend wird 
auch der Wert der Leitfahigkeit in a + 6 geringer sein als die Summe 
der bei a und bei b gemessenen Werte. 

Unsere Versuchsanordnung war die folgende: es wurde die Leit- 
fahigkeit von n/200 NaCl, n/200CuSO, und n/200 Kaliumcitrat 
gemessen, dann zwei Lésungen bereitet mit der Konzentration: 
n/200 NaCl + n/200 CuSO, bzw. n/200 Kaliumcitrat + n/200 CuSO, 
und deren Leitfaihigkeit gemessen. Unsere Ergebnisse: 

1. Spezifische Leitfahigkeit 

We Cie eee a ee eee a Rae 
‘ 


von n/200 CuSO, ae 3,73:. 1077. & 
von n/200 NaCl + n/200 CuSO, 7,91.10-* a+b 


Berechnet ergibt die Summe a+ 6 8,02 ./0°4, durch Messung 


erhielten wir 7.91 .10~4. 


2. Spezifische Leitfahigkeit 


von 1/200 Bialtumottrat. .......... . 648.10-* ¢ 
WE aee Sey 6 Se SS Ee FS 
von n/200 CuSO, + n/200 Kaliumcitrat . . . 5,64.10-4 b+ e 


Die Summe von a +c ergibt bei Addition: 8,/4. 10-4. 


Die Versuche bestaitigen unsere Annahmen. Im Falle des Zu- 
sammenbringens von Kaliumcitrat + CuSO, bilden sich Komplex- 
salze, die Zahl der freien Ionen wird dadurch verringert, darum betragt 
die Leitfahigkeit viel weniger, als die Addition der Leitfaihigkeiten 
ergeben wiirde: an Stelle von 8,14 . 104 nur 5,64. 10-4. Sie iibertrifft 
nur um weniges den Wert des Kaliumcitrats. Bringt man aber NaCl 
mit CuSO, zusammen, so erhilt man bei der Messung der Leitfahigkeit 
einen Wert, der mit dem berechneten bei reiner Addition -— innerhalb 
der Fehlergrenzen der MeBmethodik und bei Beriicksichtigung der 
Tatsache, daB eine ginzliche Addition nie erfolgt —- sehr gut iiberein- 
stimmt (7,91 . 10-4 an Stelle von 8,02 .10~4). Diese Versuche zeigen, 
daB bei Zusammenbringen von NaCl mit Kupfersalzen komplexe Salze 
nicht gebildet werden; die Konzentration der freien Kupferionen wird 
(in den Konzentrationen, die fiir unsere Versuche in Frage kommen) 
nicht verringert. Durch eine chemische oder physikalisch-chemische 
Reaktion in der Fliissigkeit kann also die Hemmungswirkung der 
Salze auf die biologische Wirkung von Metallsalzen nicht erklart werden. 

Es sei noch ein weiterer Beweis angefiihrt dafiir, daB durch Zusatz 
bestimmter Elektrolyte, welche die bakterizide Wirkung der Metallsalze 
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hemmen, eine Verminderung der Metallionenkonzentration nicht ein- 
tritt. Mittels der Nernstschen Silberkette sind wir in der Lage, elektro- 
metrisch die Ag-Konzentration einer Lésung zu messen. [Technik 
beschrieben in einer friiheren Mitteilung (2)}. In einer Ag N O,-Lésung 
wurde die Ag-Konzentration bestimmt, sie betrug 10°°g A-L. Es 
wurde nun Essigsiure zugesetzt, so dai die Konzentration an Essig- 
siure n/1000 betrug. Die Messung ergab, da die Ag-Konzentration 
dadureh nicht geandert wurde; die Zahl der freien Silberionen ist also 
dieselbe. In weiter unten angefiihrten Versuchen wird gezeigt, dab 
durch Zusatz von Essigséure die bakterizide Wirkung von Silbersalzen 
stark gehemmt wird. Dieser Versuch ist ein klarer Beweis fiir unsere 
Annahme. 


Die Sdurehemmung der Metallsalzwirkung. 


Es wurde oben gezeigt, da die Salze der Gruppe I (z. B. KCI, 
NaCl, NH,Cl, CaCl,, MgCl,, MgSO,) die bakterizide Wirkung der 
Kupfersalze hemmen, wahrend die der Gruppe II] (CH,COONa, 
CH,COOK, K,CO,, Na,PO,) keinen hemmenden EinfluB haben. 
Was sind die Charakteristika dieser Gruppen, welche gemeinsamen 
Eigenschaften besitzen die zur gleichen Gruppe gehérenden Salze ? 
Allen Salzen der Gruppe I ist gemeinsam, da sie Salze starker Sduren 
sind, waihrend die der Gruppe III die Salze schwacher Sduren und 
starker Laugen sind. Diese sind in dissoziiertem Zustande schwache 
Laugen, reagieren alkalisch, haben einen Uberschu8 an OH’. Dieser 
Umstand lenkte unsere Aufmerksamkeit auf die Frage des Finflusses 
der Wasserstoffionenkonzentration auf die bakterizide Wirkung von 
Schwermetallsalzen. 

Es wurden Acetat- und Phosphatpuffer bereitet, die in Ab- 
stufungen von p,, 4,0 bis 8,1 reichten. Von der Mitteilung der Protokolle 
wollen wir hier absehen, es sollen nur die Ergebnisse mitgeteilt werden. 
Es zeigte sich, daB bei p, 4,5 bei welcher die Bakterien schon zum 
Teil durch die reine Pufferlésung abgetétet werden —- eine durch Metall- 
salze bewirkte Abnahme der Keimzahl nicht vorhanden ist; mit und 
ohne Zusatz von Metallsalzen ist die Keimzahl dieselbe. Je niher die 
Wasserstoffzahl zu 7,0 liegt, desto mehr kommt die bakterizide Wirkung 
des Metallsalzes zum Vorschein, nimmt also die Hemmung der Bakteri- 
zidie ab. Uber py 7,0, nach der alkalischen Seite, wird die bakterizide 
Wirkung nicht gehemmt. (Es ist hier natirlich immer voraus- 
gesetzt, daB keine chemische Reaktion zwischen Puffer und Metall- 
salz stattfindet und so die Zahl der freien Metallionen nicht ver- 
andert wird.) 


Es zeigt sich also ein bedeutender EinfluB der Wasserstoffionen- 
konzentration auf die Metallsalzwirkung. Um die Versuche einfacher 
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zu gestalten, wurden in den weiteren Versuchen Sauren bzw. Laugen 
in verschiedenen molaren Konzentrationen verwendet. Es zeigte sich, 
daB die Sduren (HCl, CH,COOH) schon in hohen Verdiinnungen 
die bakterizide Wirkung hemmen. Auber der Salzhemmung gibt es 
also eine ,,Saurehemmung. Laugen hingegen (NaOH _ versucht) 
hemmen die bakterizide Wirkung nicht. Eine solche Saurehemmung 
demonstriert Tabelle IV. Die Einwirkungszeit betragt 20 Stunden 
im Eisschrank. 
Tabelle IV. 
Protokoll 194. 





— Aqua dest. H Cl-Konz. gg 9 Ag —e 
1 4,0 m/800 1,0 17 620 
2 4,0 m/1600 1,0 36 500 
3 4,0 m/3200 1.0 88 000 
4 4,0 m 6400 1,0 55 120 
5 4,0 m/12890 1,0 38 500 
6 4.0 m/25600 1,0 1 880 
7 4,0 m/51200 1,0 0 
Ss 4.0 — 1.0 0 
9 5,0 — ~~ 167 000 

10 5.0 —_ — 181 000 
11 5,0 m/800 - 18 000 
12 5.0 m/1600 ~ 30 200 
13 5,0 m/3200 - 48 500 
14 5,0 m/$400 _ 109 000 
15 5,0 m/12800 _ 180 000 
16 5,0 m/25600 -- 172 009 
17 5,0 m/51200 _ 150 900 


Es sei hier noch nachgetragen, daB zahlreiche Versuche mit ver- 
schiedenen Kupfersalzlésungen (CuSO,, CuCl, usw.) als bakterizides 
Prinzip ausgefiihrt wurden, mit demselben Ergebnis wie die oben 
angefiihrten. 


Der Leser dieser Mitteilung erhebt nach so viel Auseinander- 
setzungen vielleicht die Frage, ob diese Salz- und Saurehemmung 
irgendeine praktische Bedeutung hat. Die Wichtigkeit dieser Tatsachen 
fir die Desinfektionspraxis illustriert nun folgender kurzdauernder 
Desinfektionsversuch: 4 Réhrchen werden mit 5ccm einer m/16000 
CuS0O,-Lésung beschickt; 2 Réhrchen davon erhalten einen Zusatz 
von Salzsiure bis m/1000 Konzentration bzw. dieselbe Menge Aqua 
redest. Weitere zwei Réhrchen mit 5cem Aqua redest. dienen als 
Kontrolle. Alle Réhrchen werden gleichmaBig beimpft, gemischt 
und bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach 10, 20, 60 und 
120 Minuten werden den Réhrchen gleiche Mengen entnommen und 
mit Nahragar zu GuBplatten verarbeitet. Das Ergebnis zeigt Tabelle V. 
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Tabelle V. 
Protokoll O4jo. 





Rohrehen Gehalt Gehalt Aqua Keimzahlen in 0,1 cem 
Nr. m CHsG,, SG ened nach 10’ nach 20° | nach 60! nach 120’ 
1 m/16 000  m/1000 208000 1385800 136200 115900 
2 m/16000 | m/1000 192000 161160 141200 115300 
3 m/16 000 -- 52 500 17 000 560 42 
4 m/16 000 — 50 250 22 000 880 223 
5 — — 5,0 328 500 397 500 335 700 339 000 
6 — - 5,0 307500 § 352800 386300 3825000 


Dieser Versuch demonstriert recht eindrucksvoll die praktische 
Bedeutung der Salzhemmung. 


~ 


Das bisherige Ergebnis der besprochenen Versuche wollen wir 
zusammenfassen. Die sauren und neutralen Salze der Alkalien und 
Erdalkalien (z. B. KCl, NaCl, CaCl,, MgSO,) hemmen die bakterizide 
Wirkung der Kupfersalze. Ist das Kupfersalz in der eben noch sterili- 
sierenden Grenzkonzentration zugegen, so kann der Salzzusatz einen 
GroBteil der Bakterien (50 bis 70°) vor der Abtétung schiitzen. Wird 
aber das Mehrfache der tédlichen Dosis (4 bis 8) zugesetjzt, so nimmt 
die hemmende Wirkung des Neutralsalzzusatzes rasch ab. Eine zweite 
Gruppe von Salzen (Oxalate, Citrate) hemmt ebenfalls die Kupfer- 
salzwirkung; diese Hemmung unterscheidet sich aber durch mehrere 
Merkmale von der erst besprochenen. Die Gleichheit der Citrat- und 
Oxalatkurve mit der Kurve des Ferrocyankaliums als hemmendes 
Salz — das bekanntlich mit Kupfer ein komplexes Salz bildet — weist 
darauf hin, bei den Salzen der Gruppe II eine Komplexsalzbildung 
als Ursache der Hemmung der Metallsalzwirkung anzunehmen. Die 
Hemmung durch Oxalate und Citrate, wie durch Ferrocyankalium 
beruht also auf einer Verminderung der wirksamen freien Metallionen. 
Demgegeniiber wird durch die Salze der Gruppe 1 die Konzentration 
der freien Kupterionen nicht vermindert, und trotz gleichbleibender Gift- 
konzentration in der Fliissigkeit kommt es zu einer Hemmung der Gift- 
wirkung. Die Annahme einer Komplexsalzbildung (K. Spiro) als Er- 
klarung der Salzhemmung muB also abgelehnt werden. Die Ergebnisse 
der Leitfahigkeitsmessungen bestaétigen unsere Annahme. Es konnte 
ferner durch direkte Messung der Ag-Konzentration gezeigt werden, 
daB durch Essigsiurezusatz die Konzentration der Ag-lonen nicht 
verindert wird. Die Hemmung der Bakterizidie durch Essigsiure 
ist recht betrachtlich. Diese Ergebnisse berechtigen uns dazu, dies¢ 
Salzhemmung als einen ElektrolyteinfluB sui generis aufzufassen und die 
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Ursache und den Mechanismus dieser Hemmung am oder im Bakterium 
zu suchen, da, wie gezeigt, ein ProzeB auBerhalb des Bakteriums in 
der Fliissigkeit dafiir nicht beschuldigt werden kann. Der Mechanismus 
dieses Phanomens wird im nachsten Abschnitt besprochen. 


Eine Reihe von Salzen, nimlich die alkalisch reagierenden Salze 
der Alkalien und Erdalkalien (z. B. K,CO,, Na,PO,, Natriumacetat), 
hemmt die Metallsalzwirkung nicht. Das Gemeinsame dieser Salze 
ist, daB sie Salze von schwachen Sauren und starken Laugen sind; 
sie sind schwache Laugen. Das richtete unsere Aufmerksamkeit auf 
die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Salzhemmung. 
Das Studium der Metallsalzwirkung in Puffern zeigte, daB, je saurer 
das Milieu, desto starker die Hemmung der bakteriziden Wirkung, 
wahrend im alkalischen Milieu keine Hemmung eintritt. Es wurde die 
hemmende Wirkung der Saéuren (HCI, CH,COOH) festgestellt (Sdure- 
hemmung), die noch viel betrachtlicher ist als die der Salze. Die Laugen 
hemmen die Metallsalzwirkung nicht, sofern sie natiirlich nicht chemisch 
mit dem Metallsalz reagieren, aber das gehért dann nicht in den Bereich 
unseres Phinomens; fiir dieses ist eben das Fehlen jeglicher chemischer 
oder physikalisch-chemischer Reaktion in der AuBenfliissigkeit charak- 
teristisech. An Hand eines Versuchs wurde die praktische Bedeutung 
dieser Siurehemmung fiir die Desinfektionspraxis gezeigt. 


Mechanismus und Erklérung der Salz- und Sdurehemmung. 


Durch Zusatz von Saéuren und Neutralsalzen wird die bakterizide 
Wirkung von Metallsalzen gehemmt; diese Hemmung beruht nicht 
auf einer Ausfillung der Metallionen, nicht auf einer Erniedrigung 
der Konzentration an freien Metallionen durch Komplexsalzbildung. 
Wie ist der Mechanismus dieses Vorganges ? 

Man kann theoretisch an zwei Méglichkeiten denken: 1. die zur 
Abtétung einer bestimmten Bakterieneinsaat nétige Metallionen- 
konzentration sei x; bei dieser Konzentration wird von den Bakterien 
jene Metallionenmenge gebunden, die zur Abtétung ausreicht. Durch 
Zusatz von Saéuren z. B. wird die vom Bakterium gebundene Metall- 
ionenmenge erniedrigt, diese Konzentration reicht aber zur Abtétung 
nicht aus; der Elektrolytzusatz kénnte also bewirken, dab vom 
Bakterium weniger Metallionen gebunden werden. 2. Mit und ohne 
Elektrolytzusatz wird vom Bakterium, bei gleicher AuBenkonzentration 
an Metallionen, dieselbe Metallionenmenge gebunden; durch Elektrolyt- 
zusatz wird aber vielleicht die Widerstandskraft des Bakteriums gegen 
die Metallgiftwirkung erhdht. 

Durch die elektrometrische Bestimmung der Ag-Konzentration 
haben wir eine Methode in der Hand, die es uns erméglicht, die Vorgange 
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bei diesen Versuchen zu verfolgen, und uns in die Lage setzt, zu be- 
antworten, welche der zwei obigen Méglichkeiten der Wirklichkeit 
entspricht. 


Die Versuchsanordnung war die folgende: In einer stark verdiinnten 
Silbernitratlésung wurde die Ag-Konzentration bestimmt gleich 
10-°g A-L.(1). Zu 100 cem dieser Lésung wurde 0,1 cem n/100 
Essigsiure zugesetzt — die Konzentration an Essigsiure betrigt also 
n/1000 und die Ag-Konzentration bestimmt gleich 10~° g A-L. (2). 
Der Essigsiurezusatz andert also die Konzentration an freien Silber- 
ionen nicht. Gleiche Mengen von | und 2 wurden mit einer gewaschenen 
Aufschwemmung von Colibazillen gleichmaBig dick beimpft, durch- 
geschiittelt und stehengelassen. Die Bakterien wurden nach 20 Minuten 
scharf abzentrifugiert, die tiberstehende klare Fliissigkeit: abgegossen. 
Durch Messung der Ag-Konzentration in diesen Fliissigkeiten konnte 
nun festgestellt werden, wie viel Silber von den Bakterien gebunden 
wurde. Das Ergebnis: 


1. Ag’-Konzentration der AgN O,-Ausgangs- 


... ti: 2a ee Fe ee 


2. Ag’-Konzentration der AgN O, 
+ CH,COOH (n/1000) 10-'g .... 10.10-*g ,, 


3. Ag-Konzentration der Ag N O,-Ausgangs- 

mae + Den: 6 owe ss on ee ee 
4. Ag-Konzentration der AgN O, 

+ CH,COOH + Bakterien .... . . 7,62.10°%¢g 


Bei gleicher Ag’-AuBenkonzentration wurden also nach 20 Minuten 
in der Fliissigkeit mit Essigsiurezusatz (4) rund 24°,, des Silbers von 
den Bakterien gebunden, ohne Zusatz hingegen (3) tuber 70°,. Der 
Essigsturezusatz bewirkt also, daB von den Bakterien weniger Metallionen 
gebunden werden. Zunichst bildlich gesprochen: durch Essigsaure 
werden die Ag von der Adsorption verdrangt. 


Diesem MeBergebnis entspricht auch die bakterizide Wirkung 
in 3 und 4. Nach 8 bis 20 Minuten wurden je 1 ccm den Réhrchen 
entnommen und zu GuBplatten verarbeitet. Die Auszihlung der 
Platten ergab: 





Keimzahlen in 





3 = AgNO, allein 4 = AgNO; +CH,COOH 


Nach 8 Min. 140 117000 ia 1 cem 
eo @ » 0 26.000 : 
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Es soll hier noch das Ergebnis eines anderen Versuchs mitgeteilt 
werden. Bei diesem wurden die Bakterien nach 2 Stunden Einwirkung 
entfernt. 


1. Ag’-Konzentration der AgNO,-Lésung. . . 100.10-7g A-L. 
2. Ag’-Konzentration der Ag N O,-Lésung 

+ CH,COOH (n/1000). . . ... . . . 100.10-7g 
3. Ag’-Konzentration der AgN O,-Lésung 

+ Bakterien . gic tpis ; ¢. 0s 


4. Ag’-Konzentration der AgN O,-Lésung 
+ CH,COOH + Bakterien ....... 35.10-"g 


Auch dieser Versuch zeigt sehr eindringlich die Rolle der zu- 
gesetzten Siure: sie hindert die Bakterien an der Bindung von Metall- 
ionen. Diese Versuche demonstrieren auch, wie begierig das Silber 
vom Bakterium aufgenommen wird. Nach 20 Minuten werden 70%, 
nach 2 Stunden sogar 94°, des zugesetzten Silbers vom Bakterium 
gebunden. 

Durch diese Versuche ist der Mechanismus der Elektrolythemmung 
der Silbersalzwirkung eindeutig geklart. Es ist berechtigt anzunehmen, 
daB derselbe Mechanismus auch fiir die Kupfersalze gilt. 


Die Frage nach dem Mechanismus unseres Phinomens ist  be- 
antwortet: durch (bestimmte) Elektrolyte wird die Aufnahme der 
Metallionen durch die Bakterien gehemmt, verhindert. Was ist die 
Ursache dieser Verhinderung der Metallionenbindung ? 


Es wird allgemein angenommen, da’ die Bakterien die Metallionen 
zunachst adsorptiv binden, erst sekundiar soll es zu einer chemischen 
Reaktion zwischen Zelle und Metallionen kommen. (Diese chemische 
Bindung nach erfolgter Adsorption tritt bei Kupfer und Silber sehr 
rasch ein. Entgiftungsversuche mit Tierkohle waren ohne Erfolg.) 
Es sei hier einiges aus der Adsorptionslehre mitgeteilt, in Anlehnung 
an die Ausfiihrungen von R. Héber und H. Freundlich (5) (6). 


Bei der Adsorption der Elektrolyte —- nur auf diese Frage soll 
eingegangen werden — unterscheidet man 1. die Aquivalentadsorption, 
2. die Austauschadsorption (Michaelis und Rona). An dem Beispiel 
der Adsorption von Methylenblauchlorid durch Blutkohle erlautert 
Hober beide Begriffe. Durch 1 g Kohle werden 100 cem einer 0,025 mol. 
Methylenblauchloridlésung véllig entfarbt; es werden also 100°, des 
Farbkations adsorbiert; aber nur 78°, des Cl’, wie die Analyse zeigt. 
Es werden also nur 78°, des Farbstoffes ,,aquivalent‘, Kation und 
Anion in gleichen Mengen, adsorbiert; die Adsorption der restlichen 
22°, des Farbkations erfolgt dadurch, da® Calciumionen, die als Ver- 
unreinigungen in der Kohle enthalten sind, von den Farbkationen in 
die Lésung gedrangt werden und mit Cl’ sich zu CaCl, verbinden. 
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Die Farbkationen werden also in der Kohle in elektrisch aquivalenten 
Mengen gegen Ca’ ausgetauscht. 

Besondere Verhaltnisse zeigen Adsorbenzien, wie Kaolin, Eisen- 
hydroxyd oder Kieselsiure. Diese bevorzugen bei der Adsorption 
nur basische bzw. nur saure Farbstoffe. So adsorbiert z. B. Eisen- 
hydroxyd vorzugsweise saure, Kaolin und Kieselsiure basische Farb- 
stoffe. Dieses Verhalten ist dadurch erklairt, daB die Teilchen jener 
Adsorbenzien, die Saiurecharakter haben, negativ elektrische Ladung 
fiihren und das positive lon anziehen, wihrend die Teilchen der Ad- 
sorbenzien mit Basencharakter positiv geladen sind und das negative 
Ion anziehen. Hier kommt es also auf die elektrostatischen Verhiltnisse 
an: elektrostatische oder polare Adsorption (Rona und Michaelis). 

Es sei noch das Phinomen der Verdraingung erwahnt: wenn sich 
z. B. zwei Nichtelektrolyte in der Lésung befinden, wie Traubenzucker 
und Aceton, das Adsorptionsmittel sei Kohle, so verdraingt Aceton, 
der starker adsorbierbare Stoff, den Traubenzucker von der Oberflache, 
Aceton wird stark adsorbiert, Traubenzucker nicht (Michaelis). Auch 
bei der Austauschadsorption kann eine Verdringung eintreten, ein 
Kation ein zweites Kation, ein Anion ein zweites Anion von der Auf- 
nahme durch das Adsorptionsmittel verdringen.  .,Dagegen wird 
die Austauschadsorption eines Elektrolyten durch einen Nichtelektrolyt 
wenig oder gar nicht beeinfluBt (Freundlich). 

Wie sind die Verhaltnisse bei der Adsorption unserer Kupfer- 
und Silbersalze durch die Bakterien ? 

Bei unseren Versuchen wird eine Bakteriensuspension mit der 
tédlichen Grenzkonzentration eines Schwermetallsalzes versetzt 

-z. B. CuSO, — und die Abtétung der Bakterien durch Zusatz be- 
stimmter Elektrolyte, z.B. NaCl, verhindert. Die Konzentration 
des Kupfersalzes (etwa m/2000000) ist im Vergleich mit der Konzen- 
tration von NaCl (n/100 bis n/2) sehr gering. Es liegt nahe, als Er- 
klarung eine ,,Verdrangung’ anzunehmen; d.h. durch Zusatz von 
Na in hoher Konzentration wird das Cu’ von der Adsorption verdringt. 
Die Elektrolythemmung wiirde also nach dieser Annahme beruhen 
auf dem Antagonismus der Alkali- und Erdalkaliionen den Schwer- 
metallionen gegeniiber: es kommt also auf das Kation des zugesetzten 
Salzes an. 


tin Blick auf die Elektrolyte der Gruppe I und III belehrt uns 
aber, da diese Annahme fiir unsere Versuche nicht berechtigt ist, 
da z. B. das Na als NaCl hemmt, das Natriumacetat aber, in derselben 
molaren Konzentration, nicht. Ebenso das Kalium, das als KCl, 
K,SO, wohl, aber nicht als Kaliumacetat oder K,CO, hemmt. Ein 
klarer Beweis gegen die Annahme des Antagonismus von Na und Ca" 
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zur Erklarung der Elektrolythemmung laBt sich experimentell fiihren. 
Man kann namlich die hemmende Wirkung von NaCl durch Zu- 
satz von geringen NaOQH-Konzentrationen beheben. Die naheren 
Bedingungen des Versuchs sind aus dem Protokoll zu _ ersehen 
(Tabelle V1). 


Tabelle VI. 
Protokoll O,;,. Einwirkungszeit 10 Stunden. 





_— NaCl-Gehalt Cu Cl,-Gehalt Na O H-Gehalt sag grewced 
1 m/4 m/390 000 m/2000 230 
2 m/8 m/300 000 | m/2000 90 
3 m/16 m/300 000 m 2000 10 
4 m/4 m/300000 | — 121 380 
5 m/8 m/300 000 | — 72 930 
6 m/16 m/300 000 | — 57 820 
7 — m/300 000 m 2000 30 
8 aon m/300 000 | m/2000 60 
9 — m/300 009 m/2000 20 

10 — — m/2000 227 500 
11 — — m/2000 181 480 
12 m/4 — _ 216 750 
13 m/8 — _ 244 800 
14 m/16 — — 202 370 
15 — ~m/300 000 — 27 030 
16 ° — m/300 900 -- 36 400 
17 — — — 247 500 
18 -- _ _ | 250 500 


Der Versuch zeigt, daB 1. NaCl die bakterizide Wirkung von 
CuCl, hemmt (4 bis 6); 2. NaOH in der verwendeten Konzentration 
die Keimzahl nicht beeintrachtigt (10 bis 11); 3. durch Zusatz von 
NaOH die bakterizide Wirkung von CuCl, gesteigert wird (7 bis 9) 
(auf diesen Punkt kommen wir spater zuriick); 4. durch Zusatz von 
NaOH die hemmende Wirkung von NaCl aufgehoben wird (1 bis 3). 
Trotzdem also Na-Ionen in der AuBenfliissigkeit in reichlicher Menge 
vorhanden sind, werden die Cu-Ionen in diesem Falle von der Adsorption 
nicht verdringt. Dieser Versuch spricht strikte gegen die Annahme, 
daB die Elektrolythemmung der bakteriziden Wirkung von Schwer- 
metallsalzen auf einer ,,Verdrdéngung’’ von der Adsorption beruht. 


Die Annahme einer elektrostatischen Adsorption der Metallionen 
durch die Bakterien scheint mir zum Versténdnis und zur Erklarung 
der Versuchsergebnisse zu geniigen. Als Beispiel einer elektrostatischen 
Adsorption wurde oben Kaolin angefiihrt, das, negativ elektrisch ge- 
laden, die positiven Ionen anzieht. Es ist bekannt, daB auch die Bakterien 
in Suspensionen negativ geladen sind — von den besonderen Ver- 
haltnissen der Umladung der Bakterien z. B. durch Aluminium- oder 
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Thoriumsalze sei hier abgesehen. Durch die negative Ladung ziehen 
sie die positiven Metallionen in der Lésung an. Man kann sich vor- 
stellen, daB, je gréBer die negative Ladung der Bakterien, mit um 
so gréBerer Kraft die Metallionen angezogen bzw. desto mehr 
Metallionen vom Bakterium gebunden werden. (Als Modellvorstellung 
diene ein Elektromagnet: je starker der Magnet, um so mehr Eisen- 
spine werden an ihm hangen bleiben.) Nun ist aber die negative 
Ladung der Bakterien keine konstante GréBe; wie I. H. Northrop und 
P. H. de Kruif (4) zeigten, hangt die Ladungsgriépe der Bakterien vom 
Elektrolytgehalt der Suspensionsfliissigkeit ab. Durch Zusatz von 
NaCl z. B. in steigender Konzentration wird die negative Ladung 
erniedrigt. In den Versuchen von Northrop und de Kruif betragt z. B. die 
LadungsgréBe von Typhusbazillen in n/10000 NaCl-Lésung 30 Millivolt, 
in n 10 NaCl nur etwa 2 Millivolt. Nach der oben entwickelten Theorie 
miiBte also die adsorptive Kraft der Bakterien fiir positiv geladene 
Teilchen in n/10 NaCl geringer sein als in n/10000; es miiBten also, 
bei derselben Konzentration der AuBenlésung an Metallionen, in einer 
n/10 NaCl-Lésung weniger Metallionen gebunden werden und so auch 
weniger Bakterien absterben als in n/10000 NaCl-Lésung. Unsere 
Versuchsergebnisse entsprechen auch diesen Erwartungen in vollem Mafe. 
Durch Zusatz von NaCl, CaCl,, MgSQ,-usw. in steigenden molaren 
Konzentrationen wird — wie aus den Tabellen von Northrop und de Kruif 
ersichtlich die negativ elektrische Ladung der Bakterien, parallel 
der Konzentration, erniedrigt, ebenso steigt die Hemmung der bakteriziden 
Wirkung der Metallionen paralell der Konzentration, und diese Hemmung 
ist auf eine verringerte Aufnahme von Metallionen zuriickzufiihren, 
wie unsere Versuchsergebnisse zeigen. Geringere negative Ladung 
gleith geringere adsorptive Kraft fiir positive lonen (Metallionen), 
dadurch geringere Abtétung der Bakterien. Alle unsere Versuchsergeb- 
nisse lassen sich mit Hilfe dieser Theorie erklaren. : 

Mit der Theorie von der Abhangigkeit der adsorptiven Kraft von 
der elektrischen LadungsgréBe der Bakterien wird -— soweit mir 
bekannt —- ein neuer Gesichtspunkt gegeben, dessen Bedeutung fiir 
die elektrische Adsorption in unseren Versuchen gezeigt wurde. Welche 
Rolle die LadungsgréBe fiir andere bakterielle Prozesse hat, mub erst 
experimentell gepriift werden. (Bekanntlich werden die Kolloide 
durch ihre Ladung ,,schwebend* erhalten; die Abhangigkeit der Be- 
stindigkeit bakterieller Suspensionen von der LadungsgréBe haben 
Northrop und de Kruif gezeigt.) 

Jede Theorie hat einen sicheren Priifstein, und zwar ob man mit 


ihrer Hilfe ,,voraussagen’, d.h. Schliisse ziehen kann, die durch das 
Experiment bestitigt werden. Finer solchen Priifung habe ich obige 
Theorie unterworfen. 
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Die TabellenIV und V_ beweisen, daB durch Saurezusatz die 
bakterizide Wirkung der Metallionen (Cu’, Ag’) gehemmt wird. Die 
Northropschen Kurven zeigen, daB durch Siurezusatz die negative 
Ladungsgrébe erniedrigt wird, durch héhere Konzentrationen erfolgt 
sogar eine Umladung der Bakterien. Bei dem bekannten Antagonismus 
von H und OH’ nahm ich an, daB durch Zusatz von OH’ die GréBe 
der negativen Ladung erhéht wird — die experimentellen Unterlagen 
fiir diese Annahmen fehlen mir —- und dementsprechend, im Gegensatz 
zur Siurehemmung, eine Verstdrkung der bakteriziden Wirkung eintreten 
muB. Ks wurden Versuche in dieser Richtung ausgefiibrt. Tabelle VIT 
sei als Beispiel angefiihrt. 


Tabelle VII. 


Protokoll Oj99. Einwirkungszeit 16 Stunden im Eisschrank. 





mate | womens | S05" I 
1 m/2090 1,0 70 
2 m/2000 0.5 440 
3 m/2000 0,25 il 3200 
4 m 2000 0.1 Alle 2000 
5 pas 10 Rohrehen 210 
6 a 05 mit 290 
7 0.25 Aqua dest. 150 300 
8 i 01 auf gleiches 160 600 

’ Volumen ee te 
. ic aufgefiallt pebem 
11 m/2000 —- 161 200 
12 m/2000 -- 112 500 








Die Versuche sind entsprechend der ,,Voraussage ausgefallen: 
durch Zusatz von NaOH, in Konzentrationen, die die Keimzahl fiir 
sich allein (11,12) nicht vermindern, wird die bakterizide Wirkung 
von Kupfersalzen verstirkt. Dasselbe Ergebnis zeigt auch Tabelle VI 
(7 bis 9). Die Laugenverstirkung zeigt gleichzeitig die Bedeutung 
der Ladungstheorie fiir die Desinfektionsprazis: fiir die Desinfektions- 
wirkung ist die elektrische LadungsgréBe der Bakterien von Be- 
deutung, wenn das Desinfektionsmittel elektrisch adsorbiert wird, 
und die LadungsgréBe hangt vom Milieu ab, in welchem die Bakterien 
suspendiert sind. 

Der Gedankengang dieser Arbeit sei hier nochmals kurz zusammen- 
gefaBt: es wird die Phainomenologie der Salz- und Saurehemmung 
der bakteriziden Wirkung von Kupfer- und Silbersalzen beschrieben 
und bewiesen, daB diese Hemmung nicht auf einer chemischen oder 
physikalisch-chemischen Beeinflussung der Metallionen durch den 
zugesetzten Elektrolyt beruht. Es wird vielmehr gezeigt, daB die 
Metallionenkonzentration der Lésung durch den Elektrolyt in diesen 
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Versuchen nicht geandert wird und die Hemmung in einer Hinderung 
der adsorptiven Bindung der Metallionen vom Bakterium besteht. 
Es wird die Theorie aufgestellt, daB fiir die Adsorption der (elektro- 
positiven) Metallionen die elektrostatische LadungsgréBe der Bakterien 
von Bedeutung ist, in dem Sinne, daB, je gréBer die negative Ladung, 
desto stairker die Metallionen angezogen und in desto gréBerer Zahl 
gebunden werden. Die Hemmung durch Elektrolyte beruht auf der 
Erniedrigung der LadungsgréBe der Bakterien. Als Folgerung dieser 
Theorie wird die Laugenverstirkung der bakteriziden Wirkung von 
Kupfersalzen angenommen und durch Versuche bestatigt. 
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Pathol. u. Pharm. 109, 164. — 4) J. H. Northrop und P. H. Kruif, Journ. 
of gen. Physiol. 4, 639. — 5) R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und 
Gewebe, 6. Aufl., 1926. — 6) H. Freundlich, Grundziige der Kolloidlehre. 
Leipzig, Akad. Verlagsges. m. b. H., 1924. 7) L. Michaelis, Praktikum 
der physikal. Chemie, ITT. Aufl. Berlin, Jul. Springer, 1926. 











Uher die Purinkoérper des Kaninchenmuskels. 


Von 


P. Ostern. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 12. Marz 1930.) 


Die Untersuchungen von Embden und von Parnas! sowie ihren 
Mitarbeitern iiber die Bildung des Ammoniaks im quergestreiften 
Muskel haben erwiesen, daB die Herkunft des entstehenden Am- 
moniaks in der Desaminierung des Adeninnucleotids zur Inosinséiure 
zu suchen ist. Gleichzeitig ergab sich auch in den Arbeiten von Parnas, 
daB Adenin den Hauptbestandteil der Purinkérper in frischen Muskeln 
bildet. Da die Bestimmungen von Parnas an Froschmuskeln ausgefiihrt 
waren, wollte ich nun untersuchen, ob die Verhaltnisse, was die Ver- 
teilung und Bindungsart der Purine betrifft, in den Muskeln der Saiuge- 
tiere analog sind. Es lagen zwar bereits andererseits mehrfache Be- 
stimmungen der Purinbasen in Saéugermuskeln vor, man hatte es 
aber fast durchweg mit Analysen des Fleisches als Lebensmittel? zu 
tun, in denen entweder nur der Gesamtstickstoff der Purine bestimmt 
worden war, oder, falls man die einzelnen Purinkérper bestimmte, 
Hypoxanthin als Hauptbestandteil gefunden wurde*; erst Embden* 
gelang es, die Adenylsiure in gréBeren Mengen aus den Kaninchen- 
muskeln darzustellen. Es gab also keine Versuche, in denen in Sauger- 
muskeln die einzelnen Fraktionen der Purine, die Nucleotide, die 
an EiweiB gebundenen Purine, sowie die Nucleoside und freien Purine 
bestimmt worden waren. 


1 Parnas, diese Zeitschr. 206, 16, 1929. 

2 Kénig, Chemie der menschlichen Nahrungs- und GenuSmittel, 
IV. Aufl., Nachtrag zu Bd. I, A, 8. 33 bis 36, 1919. 

8 Kossel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 404, 1882/83; Yoshimura, diese 
Zeitschr. 37, 477, 1911. 

4 Embden, Zeitschr. f. phys. Chem. 167, 114, 1927. 
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Erst in der letzten Zeit ist eine Arbeit von Dmochowski' erschienen, 
der bei der Untersuchung von frischen Kanichenmuskeln zu folgenden 
Resultaten kam: Guaninstickstoff fand er ausschlieBlich in dem 
Extraktionsriickstand der Muskeln in einer Menge von 2,6 bis 4,7 mg-°,,, 
Adenin- und Hypoxanthin-N in allen drei Fraktionen, und zwar: in dem 
Extraktionsriickstand der Muskeln 2,6 bis 4,7 mg-°,, Adenin-N und 
1 bis 2 mg-°,, Hypoxanthin-N, in der Fraktion der Nucleotide durch- 
schnittlich 17 mg-°,, Adenin-N und 4 mg-°,, Hypoxanthin-N, in der 


« 


Fraktion der Nucleoside und der freien Purine 1,8 bis 3,26 mg-°;, 
Adenin-N und etwa 5 mg-°,, Hypoxanthin-N. Xanthin fand er nur 
in Spuren in den extrahierten Muskeln. Wie sich aus dem Weiteren 
ergeben wird, erhielt ich in verschiedener Richtung abweichende 
Resultate. 

Methodik. 


Die Kaninchen wurden schnell entblutet, die Muskeln der Hinter- und 
Vorderschenkel prapariert und auf der Fleischmaschine zerkleinert. Eine 
abgewogene Menge des Muskelbreies (50 bis 100g) wurde nun in | Liter 
kochender n/200 Essigsaiure langsam eingetragen, 10 Minuten weiter gekocht, 
filtriert und mit kochendem Wasser einige Male nachgewaschen. Der 
Filterriickstand (Fraktion C) enthalt die an Eiwei8 direkt oder indirekt 
gebundenen oder vom Eiwei®niederschlag eingeschlossenen Purinkérper. 
Das Filtrat wurde durch Uranylacetat bei neutraler Reaktion gefallt. 
Fraktion A der gefallte Niederschlag, enthalt die Nucleotide, das Filtrat 
(Fraktion B)} die freien Purine und die Nucleoside. Die weitere Verarbeitung 


2 


entsprach genau der von Parnas beschriebenen Methode ®. 


Die endgiiltige Trennung von Xanthin und Hypoxanthin geschah 
nach der Vorschrift Steudels*. Es ergab sich jedoch, daB die nach seiner 
Vorschrift als Xanthin abgetrennte Menge gleichfalls noch Hypoxanthin 
enthielt, so daB ich von einer Trennung beider Kérper Abstand nahm 
und sie zusammen als Hypoxanthin bestimmte, um so mehr, als die 
qualitative Probe auf Xanthin in der Fraktion A negativ, in den Frak- 
tionen B und C nur sehr schwach positiv ausfiel. Bei der letzten Bestimmung 
wurden die Muskeln unmittelbar nach dem Herauspraparieren und Zerkleinern 
auf der Fleischmaschine durch Zerreiben mit Quarzsand in 20°,iger Tri- 
chloressigsiure enteiweiBt, auf der Nutsche filtriert, der Filterriickstand 
noch zweimal mit verdiinnter Trichloressigsdure ausgezogen und die Filtrate 
dem ersten zugesetzt. Die weitere Verarbeitung geschah ohne Anderung. 


Noch vor den Bestimmungen der Purinkérper in Kanichen- 
muskeln wurde eine Analyse von frischem kéuflichen Rindfleisch 
nach der beschriebenen Methode vorgenommen. Die Resultate waren 
folgende : 


1 Dmochowski, Acta Biologiae experimentalis 4, 51, 1929 (polnisch); 
Biochem. Journ. 23, 1346, 1929, daselbst ausfiihrliche Literatur. 

2 Diese Zeitschr. 206, 16, 1929. 

3 Steudel, Hoppe-Seyler-Thierfelder Physiol.-chem. Analyse, 9. Aufl., 
S. 875, 1925. 
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Tabelle 1. 
Purinstickstoff im Extrakt von frischem kauflichen Rindfleisch in Milli- 
grammprozent. 





Fraktion B 
(Nucleoside und Summe 
freie Purine) 


Fraktion A 
(Nucleotide) 


ee sess 0 0 0 

Ps eins ae ae 3.98 0 3,98 

Hypoxanthin ...... — * 5,59 27,30 
Summe: 25,69 5,59 31,28 


In der Kontrollanalyse, in der nur der Gesamtstickstoff der Purine 
des Extraktes ermittelt wurde, betrug sein Wert 29,37 mg-°,, und deckt 
sich somit gut mit der berechneten Stickstoffsumme. Diese Werte 
stimmen fast genau mit den von v. Fellenberg! gefundenen iiberein. Die 
Hauptmasse der Purinkérper bildet also im Extrakt von frischem 
kauflichen Rindfleisch Hypoxanthin, was mit den Befunden bei den 
Analysen des Fleisches als Lebensmittel im Einklang steht. Beinahe 
80°, der Purine sind nucleotidisch gebunden, 20°, entfallen auf 
Nucleoside und freie Purine. Adenin ist ausschlieBlich in der Nucleotid- 
fraktion enthalten und bildet kaum 10°, des Gesamtpurinstickstoffs. 
Da die gefundene Summe des Purinstickstoffs mit der berechneten 
eine gute Ubereinstimmung zeigte, nahm ich bei den weiteren Analysen 
davon Abstand, sie zu bestimmen, und die Summen resultieren in den 
weiteren Tabellen aus den addie-ten Ergebnissen der einzelnen Stickstoff- 
fraktionen. 


Bestimmungen in Kaninchenmuskeln. 


Die Tabellen II und III geben die Werte der kurz nacheinander 
ungefahr 1 Stunde nach der Entblutung eines Kaninchens verarbeiteten 
Muskeln der Hinter- und Vorderschenkel, Tabelle IV die Werte in 
demselben Muskelbrei, der jedoch erst nach sechsstiindigem Stehen 
im Eisschrank verarbeitet wurde. 


Tabelle II. 


Purinstickstoff in Extrakten von Kaninchenmuskeln in Milligrammprozent. 





Fraktion B 
(Nucleoside und Summe 
freie Purine) 


Fraktion A 
(Nucleotide) 


_ . Fe ee Sr Spur 0 0 

Bs oe ay 20.5 0 20,5 

Hypoxanthin ...... 17,3 5,85 23.15 
Summe: 37,8 5,85 43.65 


' », Fellenberg, diese Zeitschr. 88, 323, 1918. 
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Tabelle III. 





Fraktion B 
(Nucleoside und Summe 
freie Purine) 


Fraktion A 
(Nucleotide) 


ee Spur 0 0 
MN le i eras 7 gr 17.33 0 17.33 
Hypoxanthin ...... 18,37 7,07 25.44 
Summe: 35,70 7.07 42.77 
Tabelle IV. Derselbe Muskelbrei nach 6 Stunden verarbeitet. 





Fraktion B 
(Nucleoside und Summe 
freie Purine) 


Fraktion A 
(Nucleotide) 


ae eee ee ee Spur 0 0 

(Ea eet ey eee 9,8 0 98 

Hypoxanthin ...... 21,06 8.88 29,94 
Summe: 30.86 8.88 39.74 


Das Fehlen von Guanin in den Nucleotidfraktionen ist einem 
Fehler in der Analyse zuzuschreiben, da ich die vor der Fallung mit 
ammoniakalischer Silberlésung nach der Alkalisierung mit Ammoniak 
ausfallenden Niederschlage nicht beachtete, die, wie sich spater erwies, 
etwas Guanin enthielten. Aus den angefiihrten Resultaten geht hervor, 
daB das Verhaltnis des Adenins zum Hypoxanthin wesentlich von 
der Zeit abhingt, die zwischen dem Tode des Tieres und der Ver- 
arbeitung seiner Muskeln verflieBt. In den weiteren Analysen kam 
es nun darauf an, diesen Zeitraum méglichst einzuschranken, immerhin 
aber brauchte ich bei gréBter Eile zum Abhauten des Tieres, Heraus- 
praparieren seiner Muskeln und ihrer Zerkleinerung etwa 15 Minuten. 
AuBerdem wollte ich noch den Gehalt der extrahierten Muskeln an 
Purinkérpern ermitteln, was ich bei den vorigen Analysen vernach- 
lassigt hatte. Um einen eventuellen EinfluB der Art der Enteiweibung 
festzustellen, wurde eine Portion des Muskelbreies, wie bisher, mit 
n/200 Essigsaure, die andere mit 20°,iger Trichloressigsiure ent- 
eiweiBbt. Die Ergebnisse zeigen die Tabellen V und VI. 

Tabelle V. Purinstickstoff in Milligrammprozent in den Muskeln der 


Hinterschenkel eines Kaninchens eine Viertelstunde nach seiner Enthlutuny. 
(Mit Essigsaiure enteiweiBt.) 





atone Fraktion B Fraktion C 
pee 4 (Nucleoside und (die extrahierten Summe 

* - freie Purine) Muskeln) 
Re era 0,65 0 1.74 2,39 
ae er 21,84 0 3,78 25,62 
Hypoxanthin .. . 14,21 1,96 3,36 19,53 


Summe: 36,70 1,96 8.88 47 54 
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Tabelle VI. 


(Mit Trichloressigsiure enteiweiBt.) 





er’ Fraktion B Fraktion 
Be peeve Poe (Nucleoside und (die extrahierten Summe 

. freie Purine) Muskeln) 
ae 0,93 0 1,96 2,89 
I oo re 19,47 0 8,21 27,68 
Hypoxanthin . . . 11,92 1,27 4,48 17,67 
Summe: 32,32 1,27 14,65 48 24 


Die Verteilung der Purinbasen auf die einzelnen Fraktionen ist 
also ganz ahnlich, wie sie Parnas in Froschmuskeln fand. Die Haupt- 
menge der Purinkérper ist in den Extrakten enthalten, und zwar in 
nucleotidischer Bindung. Die Menge der Nucleoside und der freien 
Purinbasen ist in ganz frischen Muskeln auBerst klein, betragt kaum 
2 bis 4°, des Gesamtpurinstickstoffs. Wenn man noch den Umstand 
in Betracht zieht, daB in sehr starken Verdiinnungen gearbeitet wird, 
die eine gewisse Léslichkeit der gefillten Nucleotide zulassen, wodurch 
ein Bruchteil dieser Fraktion spater als Nucleoside und freie Purine 
bestimmt werden kann, so ergibt sich daraus, daB praktisch in ganz 
frischen Muskeln tiberhaupt keine Nucleoside und freien Purine ent- 
halten sind. Ich konnte auch im Gegensatz zu Dmochowski' und in 
Chereinstimmung mit Pohle? niemals in der Fraktion der Nucleoside 
und freien Purine, weder in frischen, noch spater verarbeiteten Muskeln. 
Adenin finden. Dieses ist ausschlieBlich als Adenin-Nucleotid und an 
EiweiB gebunden enthalten. Dieser Befund erfahrt eine Stiitze durch 
die Untersuchungen von Mozolowski*® iiber die Purinkérper im Blute 
von verschiedenen Saugetieren, in denen freies Adenin niemals, freies 
Hypoxanthin nur in Spuren gefunden wurde. In der Fraktion der 
Nucleoside und freien Purine fand ich also nur Hypoxanthin und geringe 
Spuren von Xanthin. Die Menge des Hypoxanthins ist schwankend 
und nimmt anscheinend durch den autolytischen Zerfall zu. Dieser 
Zuwachs kann nur durch den Zerfall der Inosinséure und nicht etwa 
durch eine Desaminierung eventuell vorgebildeten Adenins gedeutet 
werden, da, wie bereits gesagt, Adenin in der Fraktion der Nucleoside 
und freien Purine nicht nachgewiesen werden konnte. 

Die Nucleotide des Extraktes bilden durchschnittlich 75°, des 
Gesamtpurinstickstoffs. Die Menge des in ihnen enthaltenen Guanin- 
stickstoffs ist auBerst gering und liegt unter 1 mg-°,. Den Haupt- 
bestandteil der Nucleotidfraktion bilden Adenin und Hypoxanthin, 


1 Dmochowski, Biochem. Journ. 23, 1346, 1929. 
2 Pohle, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 185, 9, 1929. 
3 Mozolowski, diese Zeitschr. 206, 150, 1929. 
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die in wechselndem Mengenverhaltnis zueinander stehen. In den 
nach 1 Stunde verarbeiteten Muskeln findet man eine beinahe gleiche 
Verteilung des Nucleotidstickstoffs auf beide K6érper, nach weiteren 
6 Stunden in demselben die ganze Zeit im Eisschrank aufbewahrten 
Muskelbrei bereits doppelt soviel Hypoxanthin als Adenin-N. Im 
kauflichen Rindfleisch sind nur geringe Mengen Adenin enthalten. 
Ein umgekehrtes Verhaltnis findet man in den bereits '/, Stunde nach 
dem Tode verarbeiteten Muskeln eines anderen Kanichens. Hier 
iibersteigt der Adenin-N um 50°, den Hypoxanthin-N. Mit einem 
Worte, je frischer die Muskeln sind, um so mehr Adeninnucleotid und 
um so weniger Inosinsiure enthalten sie. Daraus folgt der SchluB, 
daB das Adeninnucleotid autolytisch zu Inosinséiure abgebaut wird, 
ein ProzeB ganz ahnlich dem, der bei der Muskelarbeit vor sich geht. 
Dabei wird Ammoniak frei, was sich in den kleineren Werten der 
Summen des Purinstickstoffs auBert. Aber auch die héchsten von 
mir erhaltenen Werte fiir das Adeninnucleotid geben sicherlich noch 
nicht die wirklichen Verhaltnisse im lebenden Muskel wieder, da ich 
einerseits die Bestimmungen schnellstens '/, Stunde nach dem Tode 
der Kaninchen vornahm, andererseits aber noch ein zweiter Umstand 
in Betracht zu ziehen ist, namlich der traumatische Effekt, der bei 
der Zerkleinerung der Muskeln auf der Fleischmaschine vor sich geht, 
so daB die Menge des Adeninnucleotids im Verhaltnis zur Inosinsaéure 
im lebenden ausgeruhten Muskel sicher viel gréBer ist. Der Abbau 
des Adeninnucleotids geht nur in einer Richtung, nimlich in der 
Desaminierung zur Inosinsaure; die dann wahrscheinlich weiter auto- 
lytisch gespalten wird!. Eine Entstehung von Adenosin oder Adenin 
beim autolytischen Zerfall der Muskeln wurde von mir nicht beobachtet. 


Was die Fraktion C oder die extrahierten Muskeln betrifft, so sind 
die Verhaltnisse nicht eindeutig. In Abhangigkeit von der Art der 
EnteiweiBung werden verschiedene Werte fiir die Purinsumme ge- 
funden, und zwar ist sie bei der EnteiweiBung mit Trichloressigsiure 
um tiber 50°, gréBer als bei der Anwendung von Essigséure. Da aber 
gleichzeitig die Werte der Nucleotidfraktion in den mit Trichloressig- 
siure behandelten Muskeln entsprechend niedriger sind, so ist es wahr- 
scheinlich, daB bei der Fallung des EiweiBes ein Teil der Nucleotide 
von dem Niederschlag eingeschlossen wird. Dies ist um so leichter méglich, 
da eine exakte Zerreibung gréBerer Mengen Muskelgewebes mit Tri- 
chloressigsiure ziemlich schwierig ist, so daB grébere Partikelchen 
iibrigbleiben, die an der Oberflaiche rasch gerinnen und spater sich 
nicht gut extrahieren lassen. Allerdings besteht diese Méglichkeit auch 
beim Gebrauch der Essigsiure, so daB vielleicht auch die bei der 


1 Jaworska, diese Zeitschr. 221, 71, 1930. 
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EnteiweiBung mit diesem Mittel erhaltenen Werte fiir die extrahierten 
Muskeln zu hoch gegriffen sind. Der auf die letztere Art erhaltene Wert 
fiir den Purinstickstoff der extrahierten Muskeln (Tabelle V) stellt kaum 
20 °,, des Gesamtpurinstickstoffs der Muskeln dar. Von den 8,88 mg-°, 
Stickstoff dieser Fraktion entfallen etwa 2 mg-°,, auf Guanin und je 
3, mg-°, auf Hypoxanthin und Adenin; Xanthin ist nur in Spuren 
vorhanden. Wenn man nun eine Kernplasmarelation aufstellen wollte, 
so kénnten also héchstens jene 20°, des Gesamtpurinstickstoffs in 
Betracht kommen, da nur die Purine der extrahierten Muskeln Be- 
standteile echter Nucleinsiuren sein kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Der Purinbasengehalt frischer Kaninchenmuskeln betrigt etwa 
48 mg-°, Purin-N. Davon entfallen auf den Extrakt 39, auf die 
extrahierten Muskeln 9 mg-°,. 

2. Die Purine des Extraktes sind fast durchweg nucleotidisch 
gebunden; Nucleoside und freie Purine sind iiberhaupt nicht oder 
nur in geringer Menge vorhanden. 

3. Adenin tritt nur als Nucleotid oder an Eiweif gebunden auf, 
freies oder nucleosidisches Adenin findet man weder in frischen, noch 


in spater verarbeiteten Muskeln. 
4. In den Extrakten findet man Guaninnucleotid in kleiner Menge. 
5. Das Adeninnucleotid des Muskelextraktes wird autolytisch 
zur Inosinsiure abgebaut, die dann weiter zerfallt, worauf der 
Zuwachs des freien und nucleosidischen Hypoxanthins in spiater 
verarbeiteten Muskeln beruht. 
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Ammoniak und Purinkérper bei Wiarmestarre des Froschmuskels. 


Von 
J. Jaworska. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow.) 


(Eingegangen am 12. Marz 1930.) 


Aus Versuchen, welche Parnas und Mozolowski' veréffentlicht 
haben, geht hervor, daB in Froschmuskeln unter dem EinfluB der 
mechanischen Zerstérung oder Starre (Warme-, Coffein-, Chloroform- 
starre) eine schnell verlaufende Ammoniakbildung vor sich geht. Da 
traumatisch entstehendes Ammoniak aus der Umwandlung von 
Adeninnucleotid in Inosinséure stammt, hat Parnas? nachgewiesen; 
es fehlte jedoch der Nachweis, daB auch in Starren die Ammoniak- 
bildung durch Zerfall dieser Substanz hervorgerufen wird. 

Auf Veranlassung von Herrn Dr. Mozolowski habe ich mit der 
Methodik, welche Parnas® beschrieben hat, das Schicksal der Nucleotide, 
Purinkérper und des Ammoniaks des frischen und warmestarren 
Froschmuskels untersucht. Die Ergebnisse geben wir in Tabelle I 
wieder. 

Aus der Tabelle ist zu ersehen, dab in warmestarren Muskeln 
das Adeninnucleotid verschwindet und gleichzeitig die Menge des 
Hypoxanthinnucleotids und des Ammoniaks wachst. Die Summe des 
Stickstoffs des Adeninnucleotids, des Hypoxanthinnucleotids und des 
Ammoniaks stimmte mit der in symmetrischen sofort verarbeiteten 
Muskeln enthaltenen iiberein, und zwar: 

Warmestarre: 1. 25,75 mg-°, N, 3. 23,50 mg-°, N, 
Kontrolle: 2. 26,42 mg-% N, 4. 25,13 mg-% N. 

Die Menge der Nucleoside, der freien und an Eiweif gebundenen 
Purine erleidet dabei keine nennenswerte Anderung. Man kann aus den 
Zahlen der Tabelle den SchluB ziehen, daB bei Warmestarre gebildetes 
Ammoniak im ganzen aus Adeninnucleotid entsteht und daB die gebildete 
Inosinsiure (wenigstens in 2 Stunden dauernden Versuchen) nicht 
weiter zerfallt. 


1 Diese Zeitschr. 184, 399, 1927. 
2 Klin. Wochenschr. 7, 1423, 1928; diese Zeitschr. 206, 27, 1929. 
® Ebendaselbst 206, 23, 1929. 
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Tabelle I. 


Nucleotide, Purinkérper und Ammoniak bei Warmestarre des Frosch- 
muskels. 14. November 1928. 


R. esculenta 2: 1. Extremitaétenmuskeln von 8,7 g Gewicht wurden in 
ein Probierréhrchen, welches in Wasser von 44° C stand, 
auf 2 Stunden hineingelegt. WeiBe, starre Muskeln 
wurden dann mit Trichloressigsiure, Wasser und Quarz 
zerrieben, im aliquoten Teile des Filtrats Ammoniak 
bestimmt und weiterverarbeitet. 


* 
~ 


2. Symmetrische Muskeln von 10,2 g Gewicht desselben 
Frosches wurden als Kontrolle sofort nach der Tétung 
mit Trichloressigsiure verarbeitet. 


R. esculenta 6: 3. Extremitatenmuskeln von 9,5 g Gewicht wie 1 ver- 





arbeitet. 
4. Symmetrische Muskeln von 9,5 g Gewicht wie 2 ver- 
arbeitet. 
mg N in 100g Muskelgewebe 
hy Ae Tes ree ee ees Rae 
Wiarmestarre Kontrolle Wirmestarre Kontrolle 
Wesleotide { Adenin ... 4,49 23,8 2,60 23,0 
y | Hypoxanthin . 14,0 2,16 13,52 1,52 
Freie Purine{ Adenin .. . 0 0 0 0 
u. Nucleoside | Hypoxanthin . 2,73 1,24 1,29 1,52 
An EiweifS { Adenin*. . . —** 1,54 1,97 2,92 
gebunden | Hypoxanthin . —** 5,38 5,03 5,52 
IS... 6.0 ss 0s 7,26 0,46 7,38 0,61 
Summe: 28,48*** 34.58 31,79 35,09 
* Guanin wurde nicht bestimmt. ** Verungliickt. *** Wenn man fiir zugrunde 


gegangene Fraktionen die Werte der Kontrolle nimmt, so betrigt die Summe 35,50 mg. 


Tabelle II. 
Nucleotide und Purinkérper bei Autolyse des Froschmuskels. 


20. November 1928. Extremitaétenmuskeln von fiinf Fréschen von 28 g 

Gewicht wurden mit Quarz und einigen Tropfen Toluol zerrieben und auf 

24 Stunden in einen Thermostaten von 45°C gestellt. Dann mit Trichlor- 
essigsaure und Wasser weiterverarbeitet. 





mg-°/9 N 
“Sen ee 2 a 1,25 
Nucleotide | Hepoxenthin. . . . . 4.10 

Freie Purine{ Adenin ....... 

u. Nucleoside | Hypoxanthin. . . . . 18,40 
An EiweiB { Adenin*® ...... 1,30 
gebunden |Hypoxanthin. .... = 2,75 

Summe: 27,80 


* Guanin wurde nicht bestimmt. 
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Bei der Autolyse des Muskels findet ein weiterer Zerfall der Inosin- 
sure statt. AK. Pohle! konnte aus Kaninchenmuskeln, welche 4 Stunden 
bei 40° C in Natriumbicarbonatlésung gehalten wurden (im Gegensatz 
zum Verhalten frischer Muskulatur), Carnin, Hypoxanthin und Xanthin 
isolieren. Auch im Froschmuskelbrei kommt es bei 24 Stunden dauernder 
Autolyse auf Kosten der Nucleotidfraktion zur Bildung der freien 
und nucleosidisch gebundenen Purine (Tabelle II). Bei Muskelarbeit? 
und bei kurzdauernder Warmestarre haben wir es mit der Desaminie- 
rung des Adeninnucleotids zu tun; bei der Autolyse dagegen findet ein 
weiterer Zerfall der gebildeten Inosinsdéure statt, und der letzte Prozeb 
ist den entsprechenden Vorgingen im Blute* analog. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 9, 1929; dort Literatur. 

2 Parnas, Le métabolisme du muscle en activité. Paris, Société de 
biologie. Réunion pléniére 1929, Mai. 

3 Mozolowski, diese Zeitschr. 206, 154, 1929. 
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Uber diesen Gegenstand ist in den letzten Jahren seit Einfiihrung 
der Blutmikroanalysen vielfach gearbeitet worden. Die Beeinflussung 
des Niichternblutzuckers durch direkte Zufuhr der verschiedenen 
Elektrolyte, Sauren und Basen, deren Wirkung auf die Adrenalin- und 
Insulinwirkung, dann auf die Zuckertoleranz im Doppelbelastungsver- 
suche nach Staub-Traugott ist experimentell und klinisch vielfach und 
mit recht divergenten Ergebnissen studiert worden. 


Bertram hat in kritischer Bearbeitung der einschlagigen Veréffent- 
lichungen eine neue, sehr ansprechende Einteilung der Substanzen ge- 
troffen, welche den Kohlenhydratstoffwechsel beeinflussen. Nach Bertram 
hat man zu unterscheiden zwischen ,,Blutzuckergiften‘‘, Substanzen, 
welche den Niichternblutzucker im Sinne einer Hyper- oder Hypoglykamie 
zu andern vermégen, wie Adrenalin, Kohlenhydrate, Insulin usw., und 
Giften, welche den ruhenden Blutzucker nicht verandern, die aber bei 
Anderungen des Kohlenhydratstoffwechsels in irgendeiner Richtung 
regulierend einzugreifen vermégen, ,,Giften der peripheren Steuerung des 
Kohlenhydratstoffwechsels“. Zu dieser Gruppe gehéren die Elektrolyte, 
die Sauren, Basen und gewisse Hormone. Bertram gelangt zu dem Ergebnis. 
daB die direkte Zufuhr von Elektrolyten, Sauren und Basen, den normalen 
Niichternblutzucker von Menschen und Tieren nicht zu beeinflussen vermag, 
er lehnt auch den Begriff des Saurediabetes im Sinne von Elias ab, und 
daB die alimentére und die Sympathikushyperglykamie durch Calcium, 
Sauren, Schilddriisenhormon verstarkt, durch Kalium, Phosphate und 
Basen gehemmt, die Insulinwirkung im umgekehrten Sinne beeinfluBt wird. 


Die Anschauung, daB die physiologischen Kationen K, Na, Ca und Mg 
keinen erkennbaren EinfluB auf den ruhenden Kohlenhydratstoffwechsel, 
den Niichternblutzucker, haben, wenigstens in solchen Dosen, welche 
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keiné schwereren Vergiftungserscheinungen oder Gewebsschadigungen 
hervorrufen, ist wohl allgemein anerkannt. Die Wirkung der Kationen aut 
die Adrenalin- bzw. alimentire Hyperglykaimie sowie auf die Insulin- 
hypoglykamie ist jedoch derzeit noch umstritten. Den positiven Befunden 
der verschiedenen Autoren, welche Bertram antiihrt (Literatur siehe dort), 
stehen Befunde gegeniiber, welche einen EinfluB von Kalium und Calcium 
auf die periphere Blutzuckerregulation ablehnen. So sahen Hasendhrl- 
Hogler keinen Effekt der verschiedenen von ihnen gepriiften Salze auf die 
Adrenalinwirkung, Noyon fand eine hemmende Wirkung von léslichen 
Calciumsalzen auf die Adrenalinwirkung beim Kaninchen, Tatum sieht 
keinerlei Wirkung auch gréBerer Saiuregaben oder primarer Phosphate auf 
die Adrenalinblutzuckerkurve. Sterkin lehnt ebenfalls eine Kalkwirkung 
auf den Adrenalineffekt ab, ebenso Weiss-Benkovicz, welche die positiven 
Befunde Aylins nicht bestatigen kénnen. Die von Fréhlich-Pollak ge- 
fundene Hemmung der Adrenalinwirkung auf die durchstrémte Froschleber 
durch Caletum wurde von Geiger-Miiller nur fiir groBe Dosen bestatigt, 
wahrend kleinere und kleinste Dosen steigern. AuBer den hier angefiihrten 
Autoren haben noch eine Reihe anderer Befunde mitgeteilt, welche fiir und 
gegen eine Elektrolytwirkung auf den Zuckerstoffwechsel sprechen. Fraglos 
spielen Tierart, Ernahrung und die Dosen der verabreichten Substanzen 
eine wesentliche Rolle. 

Auch der EinfluB von Anderungen des Nahrungsregimes wurde mehrfach 
untersucht, so von Abderhalden-Wertheimer und jiingst von Geiger-Krop/. 
SchlieBlich soll auch erwahnt werden, da} der KinfluB von Mineralwassern 
auf den Zuckerstoffwechsel Gegenstand derartiger Untersuchungen war, 
so die Arbeiten von P. Mayer, Arnoldi-Roubitschek, Kaufmann-Cosla- 
Zorkendérfer und jiingst Geiger-Kropf (siehe Literatur bei Geiger-Kropf). 


Viel diirftiger sind unsere Kenntnisse tther Veranderungen im Mineral- 
stoffhaushalt. Nicht umstritten diirfte die Meinung sein, daB durch direkte 
Zutuhr von Mineralstoffen in Mengen, welche keine Giftwirkung an sich 
bedingen, Anderungen im Kationenbestande (dieser war bisher hauptsichlich 
Gegenstand der Forschung) kaum oder nur fiir kurze Zeit erzielt werden 
kénnen. Die zugefiihrten Salze werden zumeist schnell wieder ausgeschieden, 
so ist dies besonders fiir Calctum von Heubner- Rona, Jansen u. a. analytisch 
sichergestellt worden. Eine Mineralisation, Anreicherung eines bestinimten 
Elektrolyten oder der Gesamtsumme der lLonen, eine Demineralisation, 
Verluste an solchen, sind bisher nur auf anderem Wege erzielt worden. 
So durch Anderungen der Kostform (Luithlen), durch kalkfallende Agenzien, 
wie Oxalséure, Fluorsalze, Citrate, Phosphate usw. (Literatur siehe bei 
Starkenstein) und durch Darreichung von Mineralwassern (Wiechowski und 
Mitarbeiter). Allen diesen Veranderungen im Mineralbestand des Orga- 
nismus, mégen sie bilanzmaBig positiv oder negativ ausgefallen sein, ist es 
eigen, daB es zu Verschiebungen im Bestand aller lebenswichtigen Tonen 
kommt, das gegenseitige Verhaltnis der Ionen zueinander andert sich, es 
kommt zu einem neuen Gleichgewicht, wobei beobachtet werden konnte, 
daB es im Verlauf dieser Anderungen zu Ansatz von Lonen kommen kann, 
die gar nicht oder in geringsten Mengen zugefiihrt worden waren, ein Vor- 
gang, fiir den Spiro den treffenden Ausdruck T'ransmineralisation gepragt 
hat. Es sind auch negative Transmineralisationen in diesem Sinne bekannt, 
so wird z. B. nach den Bilanzversuchen Luithlens bei der Oxalatvergiftung 
die Demineralisation nieht, wie zu erwarten ware, besonders auf Kosten des 
Calciumbestandes vollzogen, sondern der Verlust an Kalium iiberwiegt 
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weitaus. Fiir unsere Frage ist aber entscheidend, da®8 derartige Ver- 
iinderungen im Mineralbestand des Organismus verkniipft sind mit 
Anderungen in der Reaktionsweise der Tiere gegen auBere Reize, Gifte, 
und im Stoffwechsel. Luithlen hat festgestellt, da8 Griinfuttertiere gegen 
Entziindungsreize weniger empfindlich sind als Hafertiere, Anderungen in 
der Insulin- und Adrenalinempfindlichkeit bei verschiedenen Kostformen 
sind von mehreren Autoren beobachtet worden, Anderungen im Verhalten 
gegeniiber Magnesiumsalzen, sowie im Purinhaushalt hat Stransky gefunden. 
Doch sind mit der Anfiihrung dieser Beispiele die in dieser Richtung be- 
kannten Tatsachen noch lange nicht erschépft. In den letzten Jahren 
haben wir schlieBlich Stoffe nicht mineralischer Natur kennengeiernt, die 
in vorher ungeahnter Intensitét in den Mineralhaushalt einzugreifen ver- 
mégen, Vitamine und Hormone, so das Parathormon Collip und das be- 
strahlte Ergosterin, Vigantol. Diesen beiden wird die Fahigkeit, den Blut- 
kalkspiegel betrachtlich zu vermehren, zugeschrieben und allgemein an- 
erkannt. Gerade hinsichtlich der Veranderung des Calciumgehalts des 
Serums sind die genannten Stoffe besonders wirksam, Veranderungen, die 
man bisher kaum oder gar nicht erzielen konnte. So hat Clark keine Ver- 
ainderungen des Blutkalkes durch Zufuhr von in vitro kalkfallenden Sauren 
feststellen kénnen, nur bei sehr groBen Dosen von Citrat fand er eine voriiber- 
gehende Senkung des Blutkalkspiegels. Allerdings bleibt bei allen analyti- 
schen Versuchen im Gebiet des Mineralstoffwechsels die Frage offen, ob 
sich nicht die wesentlichen Anderungen in den Geweben abspielen, deren 
analytischer Erfassung bis jetzt fast uniiberwindliche methodische Schwierig- 
keiten entgegenstehen, welche vor allem in dem ohne Gefahr von Verlusten 
an Mineralsubstanzen nicht entfernbaren Blutgehalt der Organe zu sehen 
sind. Im Gegensatz zu den negativen Befunden Clarks hat Gross bei der 
Oxalatvergiftung eine Vergr6éBerung des Faktors K:(Ca im Blutserum 
gefunden, was allerdings auch mit den analytischen Ergebnissen Luithlens 
schwer in Einklang zu bringen ist, der, wie bereits erwahnt, gerade die 
Kaliumverluste besonders groB8 gefunden hat. Die Gleichheit des Ver- 
giftungsbildes aller in vitro kalkfallender Salze hat Starkenstein festgestellt. 


Von diesen Gesichtspunkten ausgehend, wurde in den nun mit- 
zuteilenden Versuchen untersucht, ob derartige Veranderungen des 
Mineralhaushaltes, wie sie durch kalkfallende Salze, Kostanderungen 
Hormone und Vitamine zu erwarten sind, Verainderungen im Zucker- 
haushalt hervorzurufen vermégen. 


Da die Leber als hauptsachliches Glykogendepot des Organismus 
den Zuckerstoffwechsel beherrscht, wurde zunachst untersucht, ob bei 
der Oxalatvergiftung Anderungen im Kalkgehalt festzustellen sind. 
Zu diesen Versuchen wurden Ratten von etwa 200g verwendet, sie 
erhielten je 4cem einer 2,6°,igen Dinatriumoxalatlésung subkutan 
eingespritzt und wurden zwei Stunden hernach durch Nackenschlag 
getétet, sofort der Kopf mittels Schere abgetragen, um durch Verblutung 
ein méglichst blutarmes Organ zur Untersuchung zu bekommen. 
Die Lebern von je vier Tieren wurden gemeinsam verarbeitet. Nach 
feuchter Veraschung wurden in der iiblichen Weise Ca und Mg gravi- 
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metrisch bestimmt. Vorversuche hatten ergeben, dab die gereichte 
Dosis innerhalb von vier Stunden absolut tédlich wirkt. In der gleichen 
Weise wurden je vier normale Rattenlebern verarbeitet. Auf Trocken- 
substanz berechnet, wurden in je 100g Rattenleber gefunden: 





Ca Mg 
mg-Aquiv. mg-Aquiv. 
SE rote arte ae 3,4 9,0 daher Ca: Mg wie 1: 2,6 
. ee ee 3,8 7,0 >» Ca:Mg , 1:18 
Nach Oxalatvergiftung. . 2.9 9,2 _ - Geom e Ase0 
_ é ks 2,8 10,2 »  Ca:Mg 1:3.6 


Man kénnte aus diesen Zahlen unter Umstanden eine Verschiebung 
zugunsten des Mg errechnen, doch sind die in den Zehntel Milligrammen sich 
abspielenden Differenzen absolut und relativ zu gering, im daraus bindende 
Schliisse zu ziehen, eine Calciumverschiebung ist daher bei der akuten 
Oxalatvergiftung in der Rattenleber nicht nachweisbar. Damnit ist allerdings 
noch nichts ausgesagt iiber den Tonisationszustand des Caleiums in der 
Leber, der sich vielleicht bei der Oxalatvergiftung veraindern kénnte. Die 
gefundenen Normalwerte stimmen mit den von Heubner- Rona ermittelten 
gut iiberein. Auch im Wassergehalt der Lebern (Bestinumung des Trocken- 
riickstands bei 105° C) wurden keine Veranderungen konstatiert, der durch- 
schnittliche Trockengehalt von 30°, blieb unverandert. 

Nebenbei sei angefiihrt, daB bei der Ermittlung der absolut tédlichen 
Dosis auBerordentlich groBe individuelle Schwankungen in der Gift- 
empfindlichkeit der Ratten gefunden wurden. So vertrugen Ratten die 
fiir andere zehnfach tédliche Dosis anstandslos, ja zeigten iiberhaupt 
kein Symptom einer Vergiftung. Auch bei Kaninchen wurden grobe 
Schwankungen in der Giftempfindlichkeit beobachtet. 


Il. Oxalatvergiftung und Zuckerstoffwechsel beim Kaninchen. 


Die Kaninchen wurden stets, wenn nicht anders erwahnt, mit Hafer 
und Heu ad libitum ernahrt, erhielten Leitungswasser in Schalen gereicht 
und wurden frei im Stalle gehalten. Vor dem Versuche wurden sie fiir 14 bis 
18 Stunden ohne Nahrung und Wasser in kleine Kafige gesetzt. Tiere, 
welche innerhalb einer Woche Gewichtsabnahmen von 100g und mehr 
aufwiesen, wurden fiir unbrauchbar befunden, da sie auf Adrenalin wesentlich 
schwiicher reagierten als Tiere bei Gewichtskonstanz. Die Blutzucker- 
bestimmungen wurden nach der Methode Hagedorn-Jensen ausgefiihrt, das 
Blut wurde aus der Ohrvene entnommen, die Injektionen der betreffenden 
Lésungen wurden stets unter sterilen Bedingungen ausgefiihrt. Trotzdem 
kamen Hautnekrosen nach Adrenalininjektionen und nach Dinatrium- 
oxalat zuweilen vor, wodurch die Tiere zu weiteren Untersuchungen un- 
tauglich wurden. Es wurden zunachst nur die Wirkungen des Dinatrium 
oxalats studiert, verwendet wurde eine n/3 Lésung, d. i. 2,20°,,, kalt 
bereitet, da beim Erhitzen Zersetzung zu befiirchten ist. Das saure Mono- 
natriumoxalat ist zwar viel besser léslich als das neutrale Doppelsalz, es 
hat aber den Nachteil, daB es bei subkutaner Injektion stark schmerzt, 
was natiirlich durch Erregung des Tieres eine Blutzuckersteigerung zur 
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Folge haben kann. Es kann aber nicht verschwiegen werden, daB in aller- 
dings seltenen Fallen (unter etwa 30 Tieren bei vier) auch das Dinatrium- 
oxalat bei subkutaner Applikation Schmerzen macht; merkwiirdigerweise 
traten die SchmerzaiuBerungen, lebhaftes Schreien, erst 5 bis 10 Minuten 
nach der Injektion auf, in der Dauer von 20 bis 40 Sekunden. Alle iibrigen 
injizierten Salzlésungen derselben molaren Konzentration wurden voll- 
kommen reaktionslos vertragen, nur das Natriumfluorid machte unter 
etwa 14 Tieren einmal Schmerzen, welche unmittelbar nach der Injektion 
Schreien auslésten. 

1. Es wurde zunachst der EinfluB der Calciumverschiebung durch 
Oxalatvergiftung auf die alimentére Hyperglykimie untersucht. Die 
Tiere erhielten nach Feststellung des Niichternwertes 2,0 g Glucose in 
etwa 20 com Wasser mittels Schlundsonde gereicht, nach 15, 30, 45, 60, 
%), 120, 150, 180 und 240 Minuten wurde Blut entnommen. Derartige 
Kurven wurden sodann eine Woche spiter an denselben Tieren nach 
Injektion von 10 ccm n/3 Dinatrinmoxalat subkutan aufgenommen. 
Der Héhepunkt der Hyperglykimie lag zumeist bei 45 Minuten. Bei 
vier derartig behandelten Tieren konnte ein wesentlicher Unterschied im 
Verlaufe der Kurven nicht festgestellt werden'. 

2. Sodann wurde als Testobjekt fiir den Zuckerstoffwechsel die von 
Leo Pollak modifizierte Versuchsanordnung der Doppelbelastung nach 
Staub und Traugott gewahlt, von der allgemein anerkannt ist, dab der 
zweite Teil der Blutzuckerkurve als MaB fiir die GréBe der Insulin- 
produktion gelten kann. Die Tiere erhielten 2,0 g Glucose in etwa 
20 cem Wasser mittels Schlundsonde, nach 15, 30, 60 und 90 Minuten 
wurde Blut entnommen, sodann wurden 0,5g Glucose in 10° ,iger 
Lésung intravenés gespritzt und nach 15, 30, 60, 90, 120, 150 Minuten 
Blut entnommen. Bei zwei derartig behandelten Tieren, normal und 
eine Woche spater nach 10 cem n/3 Oxalatlésung subkutan unmittelbar 
vor der ersten Zuckergabe, konnte eine wesentliche, auBerhalb der 
physiologischen und methodischen Schwankungen gelegene Anderung 
der Blutzuckerkurven nicht festgestellt werden. 

3. Ebenso negativ waren die Ergebnisse beim Vergleich der /nsulin- 
wirkung mit und ohne Oxalatdarreichung an denselben Tieren. Die 
Tiere erhielten Insulin Burroughs Wellcome & Co., zwei Einheiten pro 
Kilo, subkutan gespritzt, nach 1 Stunde wurde Blut entnommen, sodann 
2,0 g¢ Glucose in 20ccm Wasser mittels Schlundsonde gereicht und 
eine Blutzuckerkurve nach 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240 Minuten 
angelegt. Weder die Hypoglykamie noch der Wiederanstieg zur Norm 
zeigten wesentliche Differenzen. 

Aus den bisher berichteten Ergebnissen war demnach nur der 
SchluB gestattet, daB eine durch akute Oxalatvergiftung verursachte 


1 Aus Griinden der Raumersparnis wird von der ausfiihrlichen Proto- 
kollierung negativer Befunde abgesehen. 
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Anderung im Kationenbestand des Organismus, von der man wohl 
annehmen konnte, daB sie besonders den Bestand des Calciums betreffe, 
keine experimentell erfaBbare Anderung im Zuckerstoffwechsel zur 
Folge habe, soweit die alimentare Hyperglykamie, die Insulinwirkung 
und die durch Doppelbelastung erkennbare Zuckertoleranz als Index fiir 
diesen zu dienen vermégen. Es verblieb nur mehr die Priifung der 
Adrenalinwirkung, deren Beeinflussung durch lIonenwirkung, wie die 
eingangs angefiihrte Literatur zeigt, vielfach und mit sehr divergenten 
Ergebnissen studiert worden war. 


4. Die hyperglykimische Komponente der komplexen Adrenalin- 
wirkung an Menschen und Tieren ist besonders in letzter Zeit vielfach 
studiert worden. Besonders der Umstand, da8 auch inverse Adrenalin- 
wirkungen bekannt geworden waren, daB also unter Umstanden keine 
Hyperglykiimie, ja sogar Hypoglykimie nach Adrenalininjektionen vor- 
kommen, dai die Blutzuckerwirkung unabhaingig von der Blutdruck- 
steigerung sei, daB das Adrenalin eine .,zweiphasige Wirkung‘ habe, ist 
mehrtach studiert worden. Bardth fand bei manchen Leichtkranken eine 
Dissoziation der Adrenalinwirkung, Blutdruckerhéhung ohne Hyper- 
glykamie. Gydérgy-Herzberg fanden bei Kindern ebenfalls eine hypogly- 
kamische Reaktion, eine ,,Umkehr‘t der Adrenalinwirkung besonders bei 
Tetanie. Geiger hat diese klinischen Beobachtungen (weitere Literatur siehe 
dort) zum Gegenstand einer experimentellen Untersuchung gemacht und 
festgestellt, daB solehe Adrenalinhypeglykimien auf eine durch zentrale 
Vagusreizung erfolgte Mehrabgabe von Insulin zuriickzufiihren, demnach 
mit dem Mineralhaushalt nicht in Beziehung zu bringen sind. In eigenen 
Versuchen wurden derartige negative Adrenalinwirkungen an sonst normalen 
Kaninchen mehrmals gefunden, in zwei Fallen soger deutliche Hypogly- 
kamien bis unter 60 mg-°,,, wobei die Tiere wohl matt waren, aber keine 
Krampfe bekamen. An zwei Tieren mit fehiender Adrenalinhyperglykamie 
konnte 5 Tage spaiter mit demselben Praparat eine wenn auch schwache, 
doch deutliche Hyperglykamie festgestellt werden, an einem Tiere mit 
fehlender Adrenalinhyperglykamie konnte mit demselben Praparat eine 
durchaus normale Blutdrucksteigerung in Urethannarkose (1,2 g pro Kilo- 
gramm, subkutan) festgestellt werden. Derartig abnorm reagierende Tiere 
wurden als unbrauchbar verworten. 

Abgesehen von den eben erwaibnten Ausnahmefillen konnte sonst 
stets eine betrachtliche, lang andauernde Hyperglykamie durch 0,15 mg 
Adrenalin Parke-Davis pro Kilogramm Tier bei subkutaner Injektion 
erzeugt werden. Das Ausmafi dieser Hyperglykamie ist bei den ver- 
schiedenen Tierindividuen auBerordentlich verschieden, darum erscheint 
es unerlaBlich, vergleichende Versuche nur an ein und demselben Tiere 
durehzufiihren. Eigens angestellte Versuche und die noch zu referierenden 
Versuche mit negativem Ergebnis einer Beeinflussung der Adrenalin- 
wirkung, zusammen etwa 35 Tiere, ergaben, daB bei gleicher Ernahrung 
und bei Gewichtskonstanz des Tieres die gleiche Adrenalindosis eine durch 
viele Wochen gleichbleibende Wirkung hat. Allerdings mu man stets den 
Ausgangswert, den Niichternblutzucker als Basis der Berechnung beriick- 
sichtigen. Dieser Niichternwert schwankt recht betriichtlich, wie dies auch 
Schwarz-Lubetz jiingst gefunden haben. Nach dem Vorschlag Hildebrandts 
wurde der Flacheninhalt der einheitlich graphisch dargestellten Blutzucker- 
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kurven, das Integral, als zweckentsprechender, richtiger Ausdruck des 
Adrenalineffekts gewahlt. Nur wurde als Abszisse nicht, wie dies Hilde- 
brandt willkiirlich tat, ein bestimmter Wert (125 mg-°%,) gewahlt, sondern 
als Abszisse wurde der in dem betreffenden Versuch gefundene Niichtern- 
wert genommen. Wenn innerhalb der eingehaltenen Beobachtungszeit 
von 6 Stunden, in der normalerweise die Adrenalinhyperglykamie abklingt, 
die Abszisse noch nicht erreicht worden war, so wurden solche Resultate 
bezeichnet mit I®, d. h. z. B. I 40, daB bei der einheitlich fiir alle Versuche 
durchgefiihrten Art der graphischen Darstellung auf Millimeterpapier inner- 
halb 6 Stunden nach Injektion 40 qem den Flacheninhalt der Kurve aus- 
machen, da8 aber zu dieser Zeit die Abszisse noch nicht erreicht worden ist, 
und zwar um mindestens 10 mg-°, der Endwert des Blutzuckers noch héher 
liegt, als der Ausgangswert. Differenzen unter 10 mg-°,, wurden vernach- 
lassigt, da nur tatsachlich gr6Bere Ausschlage zur Beurteilung einer Wirkung 
auf den Zuckerstoffwechsel geeignet sind. In manchen Fallen wurde der 
Ausgangsblutwert schon deutlich friiher als 6 Stunden nach Injektion 
wieder erreicht, die Kurve durchschneidet dann die Abszisse vorzeitig; 
solche Fille wurden ausgedriickt als 15. Der Gipfelpunkt der Adrenalin- 
hyperglykimie lag bei normalen Tieren zwischen rund 150 bis 250 mg-°%, 
also eine betrachtliche Spannung, das Maximum der Wirkung wurde 
zumeist zwischen 120 bis 180 Minuten nach Injektion erreicht, seltener 
wurde der Gipfelpunkt der Kurve nach 60 Minuten gefunden. Recht oft 
wurde nach 5 Stunden, noch 6fter nach 6 Stunden ein Absinken des Blut- 
zuckerwertes unter den Ausgangswert gefunden. Abgesehen von den 
bereits erwihnten Hautnekrosen (selten), vertrugen die Tiere wiederholte 
Adrenalininjektionen in Zwischenriumen von 5 bis 7 Tagen anstandslos. 
Die Dosis von 0,15 mg Adrenalin pro Kilogramm Tier wurde gewahlt, weil 
mit ihr bei fast allen Tieren eine ausreichende, als Vergleichsbasis zu- 
reichende Wirkung auf den Blutzucker erzielt wurde. 0,1 mg pro Kilogramm 
erwies sich 6fter als unzureichend und gréBere Dosen verursachen oft eine 
so betriichtliche, langdauernde Hyperglykamie, da eine Steigerung einer 
solehen von vornherein kaum zu erwarten war. 

Die Wirkung der akuten Oxalatvergiftung auf die Adrenalinhyper- 
glykimie wurde in der angegebenen Weise an 15 Kaninchen studiert. 
Die Adrenalinwirkung wurde durch Natriumoxalat in iiber 80°, 
verstarkt. Von 15 Tieren zeigten neun diese Wirkung in einem auBerhalb 
der physiologischen und methodischen Schwankungen liegenden Aus- 
maBe, zumeist sehr betrachtlich. Zwei Tiere gingen bald nach der 
Injektion unter Krampfen zugrunde, was in Bestiatigung der bereits 
erwahnten Beobachtungen an Ratten der sehr groben Schwankung 
der individuellen Giftempfindlichkeit gegen die Oxalatvergiftung 
zuzuschreiben ist. Zwei Tiere zeigten keine wesentliche Anderung der 
Adrenalin-Blutzuckerkurve vor und nach Oxalatvergiftung. Bei zwei 
Tieren war eine negative Wirkung zu verzeichnen, d.h.daB 1° ohne 
Oxalat gréBer war als mit Oxalat. Diese beiden Tiere miissen jedoch aus 
der Statistik herausgenommen werden, da sie ohne erkennbare Ursache 
innerhalb einer Woche, der Zeit zwischen der ersten und zweiten 
Adrenalininjektion, 250 bzw. 300 g an Koérpergewicht verloren haben, 
offenbar damit auch das fiir den Effekt des Adrenalins maBgebliche 
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Glykogendepot der Leber kleiner geworden war. Zieht man demnach, 
wie es berechtigt erscheint, die zwei dekompensierten und die zwei 
iiberdosierten, waihrend des Versuches eingegangenen Tiere ab, so 
verbleiben von elf Tieren neun mit positivem Effekt des Oxalates, 
zwei ohne Wirkung, das sind 80", positive Reaktionen. Als Beispiel 
einer solchen Wirkung sei folgendes Protokoll ausfiihrlich wiedergegeben 
und durch graphische Darstellung belegt. 

Kaninchen Nr. 6, 2375 g, Hafer und Heu, wird 16 Stunden vorher auf 
Hunger gesetzt. Nach Abnahme des Niichternblutes 0,36 mg Adrenalin 
Parke-Davis (3,6ccm des mit Wasser zehnmal verdiinnten Praparats) 
subkutan, hierauf Blutentnahmen in den in der Tabelle angegebenen Zeit- 
abstiinden: Spalte 1 der Tabelle I. 5 Tage spater, bei 2400 g, nach Ent- 
nahme des Niichternblutes 10 ccm n/3 Dinatriumoxalat subkutan, hierauf 
die gleiche Dosis Adrenalin wie vorher: Spalte 2 der Tabelle I. Keinerlei 
SchmerzéuBerungen, auch sonst am Tiere nichts Auffalliges zu bemerken. 


Tabelle I. 





mg-° , Blutzucker 





Normal Oxalat 
I oe, 129 118 
Nach Adrenalin 30 Min. 139 202 
a 188 255 
-. 211 299 
| a 198 344 | 
150 . 195 357 
180 , 179 289 
210° 5 247 
240 , 70 181 
300 , 53 131 
360 . 113 129 
Integral I® 29,5 64.5 
360 -: 
r\ 
| 
320} - +f 4 
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mg /o LfitZucker 














° Min 60 


Biochemische Zeitschrift Band 221. 


1720 180 240 300 360 


Abb. 1 
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Wie aus Abb. 1 ersichtlich, verlaufen die beiden Blutzuckerkurven 
parallel, die Oxalatkurve liegt bei annaihernd gleicher Konfiguration 
iiber der Normalkurve. So wurde dies zumeist beobachtet, nur bei 
zwei Tieren war die verstirkende Wirkung der Oxalatvergiftung 
andersartig, sie bestand hauptsiachlich in einer zeitlichen Verlingerung 
der Hyperglykimie. Das folgende Protokoll mége dies illustrieren. 


Kaninchen Nr. 5, 2050 g, Hafer und Heu, 16 Stunden vorher auf 
Hunger gesetzt. Erhalt nach Abnahme des Niichternblutes 3,1 cem des 
zehnmal verdiinnten Adrenalin Parke- Davis subkutan, sodann weitere 
Blutentnahmen: Spalte 1 der Tabelle II. 9 Tage spater 2030 g, erhalt vor 
der gleichen Adrenalininjektion 10 cem n/3 Dinatriumoxalat. Keine Schmerz- 
aiiuBerungen, nichts Auffalliges zu bemerken: Spalte 2 der Tabelle IT. 


Tabelle II. 





mg-°/, Blutzucker 

















I I 
Normal Oxalat 
EE vo ow, ae 6s 106 89 
Nach Adrenalin 30 Min. 145 116 
ys 208 126 
90 , 224 157 
ie. 248 172 
in0 6. 195 189 
180 , 150 217 
210 , 139 218 
240 , 129 228 
300 . 104 212 
560 . 95 188 
NE Bg eee x 46 |} ~< 63,5 
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8 200 
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5° in 60 120 1a) 240 300 360 


Abb. 2. 


Die iibrigen Versuche sollen wegen Raumersparnis nur durch Wieder- 
gabe der betreffenden Integrale der Kurven vor und nach Oxalat an- 
gefiihrt werden. 
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Tabelle III. 
Samtliche Tiere erhalten 0,15 mg Adrenalin pro Kilogramm subkutan 
allein und einige Tage spiater dieselbe Dosis und gleichzeitig 10 cem 


n/3 Dinatriumoxalat subkutan. 


Integrale der Kurven. 





Gewicht 
Nr. des Tieres Normal Oxalat Anmerkung 
g 

1 1850 Ié 24,5 37,0 

2 1920 re i 1° 45,5 

5 2950 I® 46 If < 63,5 Siehe Tabelle I 

6 2375 If 29.5 I® 64,5 ‘ na 

14 2320 I® 42.5 16 67 

16 2120 Ié 33,5 16 53,5 

19 1500 15 47 1¢ 83 

23 1900 Ié 32 fe < 51 Typus der verlangerten Wirkung 
103 1950 er a if <25 


Nach Sicherstellung dieser verstirkenden Wirkung der Oxalat- 
vergiftung auf die Adrenalinhyperglykimie wurden andere Salze, 
besonders andere in vitro kalkfallende Salze, in dieser Richtung unter- 
sucht. Das Ergebnis war, daB in der gleichen Konzentration von n/3- 
Lésungen bei der gleichen Versuchsanordnung, wie beschrieben, folgende 
Salze keinen erkennbaren EinfluB auf den Blutzuckereffekt des Adre- 
nalins hatten: NaCl, NaHCO,, NH,Cl, Na,HPO,, ein Gemenge von 
Mono- und Dinatriumphosphat von py 7,0, CaCl,, Calciumgluconat 
Sandoz (7,0ccm der 10° .,igen Lésung), Natriumcitrat, Na, SO,, alle 
subkutan gegeben, CaCl, und NaCl auch bei intravenéser Applikation. 
AusschlieBlich das Natriumfluorid zeigte noch eine verstarkende Wirkung 
auf die Adrenalinhyperglykamie. In allen sieben Versuchen konnte 
dies festgestellt werden, die Wirkung war sichtlich stirker als die des 
Oxalates. 


Folgendes Protokoll nebst Tabelle und Abbildung sei als Beispiel 
der Fluoridwirkung angefiihrt. 


Kaninchen Nr. 8, 2470 ¢. erhalt nach Abnahme des Niichternblutes 
0,15 mg Adrenalin Parke-Davis pro Kilogramm subkutan, dann weitere 
Blutabnahmen: Spalte 1 der Tabelle IV. 7 Tage danach erhalt das Tier 
10cem n/3 NaF (1,494) unmittelbar vor der gleichen Adrenalininjektion. 
Keine SchmerziuBerungen, nichts Abnormes im Verhalten des Tieres zu 
bemerken: Spalte 2 der Tabelle IV. 
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Tabelle IV. 





Niichtern ..... 


Nach Adrenalin 30 
60 

90 

120 

150 

180 

210 

240 


Integral ..... 


mg-°/, Blutzucker 














I II 

Normal Fluorid 
me 118 113 
Min. 215 236 
‘ 249 311 
” 230 343 
" 231 355 
“ 199 317 
a 169 292 
” 147 229 
i 128 148 
© 94 158 
a 89 141 
..| I 8t I <70 





mg Yo blutzucher 

















Min. 60 


Unsicher ist das Ergebnis der Versuche mit Kaliwmacetat. Wahrend 
das Natriumacetat, wie bereits erwaihnt, die Adrenalinkurve unbeein- 
fluBt 14Bt, war bei drei Tieren eine subkutane Injektion von 10 ccm n/3 
K-Acetat (3,30°,) einmal ohne Wirkung, einmal erhéhte sich I® als 
Ausdruck des Adrenalineffektes von 37 auf 54, also eine maBige Er- 
héhung, einmal erhéhte sich I® von 41 auf 87, also eine betrachtliche 
Wirkung. Das Tier mit starker Kaliumwirkung starb 36 Stunden nach 
der Injektion, Sektionsbefund negativ; die beiden anderen Tiere 


i | 
720 780 240 300 360 
Abb. 3. 


vertrugen das K-Acetat ohne Schadigung. 
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Hasenéhrl-Hégler tanden an gesunden und diabetischen Menschen zu- 
meist keine Wirkung von 0,5 bis 0,75 g KCl, intravenés gegeben, selten einen 
geringen Anstieg der Adrenalinkurve, niemals eine Senkung. Sie beziehen 
derartige geringe Wirkungen nicht auf Elektrolytwirkung, sondern halten sie 
eher fiir psychisch bedingt, und lehnen die Zondeksche Theorie, sowie die 
positiven Befunde Kylins, der nach K eine Hemmung der Adrenalin- 
wirkung am Menschen beobachtet hat, ab. Sterkin hat an Hunden und 
Kaninchen nach intravendéser Injektion von CaCl, und KCl keine spezifische 
Anderung der Adrenalinblutzuckerkurve feststellen kénnen und _ lehnt 
einen spezifischen Einflu8 von Ca und K ab. Immerhin hebt er hervor, 
daB der einzige Fall einer Verstarkung der Adrenaliawirkung durch K und 
nicht durch Ca, also den Befunden Zondeks und Kylins entgegengesetzt, zu 
konstatieren war. Allerdings wurden von den genannten Autoren viel 
kleinere Dosen gegeben, als wir sie darreichten, auch muB beachtet werden, 
daB8 bei subkutaner Iniektion die K-lonen weniger schnell wieder aus- 
geschieden werden, als bei der von Sterkin und Hasenéhrl-Hégler angewandten 
intravenésen Applikation. Ich schlieBe mich der Meinung der genannten 
Autoren an, daB eine sichere Wirkung des Kaliums auf den Adrenalineffekt 
nicht nachzuweisen ist, besonders, da die gleiche Dosis von 10 ccm n/3 
K-Acetat, subkutan appliziert, den Niichternblutzucker unbeeinfluBt liBt. 
Im Gegensatz hierzu hat jiingst Lang bei Kaninchen nach 30 bis 80 mg KCl, 
intravenés gegeben, Hyperglykimien gesehen, welche durch Ergotamin 
aufhebbar sind. Er nimmt an, daB die beobachtete Vermehrung des 
Adrenalingehaltes des Blutes die Hyperglykamie nach K Cl bedinge. Derselbe 
Autor fand auch nach 50 bis 180mg CaCl, intravenéds Zunahme von 
Adrenalin und Hyperglykiimie und ebenso von nicht narkotisierenden 
Dosen von Magnesiumsalzen eine durch Ergotamin behebbare Hyper- 
glykimie. Das Magnesiumion konnte in eigenen Versuchen in der sonst 
angewandten Konzentration von 10cem n/3 Lésungen hinsichtlich seiner 
Wirkungen auf Niichternblut und Adrenalinwirkung nicht untersucht 
werden, da diese Dosen bereits narkotisch wirken, demnach eine durch 
Narkose verursachte Hyperglykimie zu Fehlschliissen gefiihrt hatte. Die 
Befunde Ldngs hinsichtlich K- und Ca-Wirkungen auf den Niichternblut- 
zucker kénnen fiir subkutane Injektion nicht bestatigt werden, wenn auch 
vielleicht die in den vorliegenden Versuchen unsichere Wirkung des K auf 
die Adrenalinhyperglykiimie in seinem Sinne sprache. ‘ 


Aus den berichteten Versuchen ergibt sich demnach, dab die 
Kationen K, Na, Ca keinen oder keinen sicheren (K) EinfluB8 auf die 
Adrenalinhyperglykamie haben, ebenso die Anionen Cl, SO,, HCQOs, 
Acetat, Citrat, Phosphat, daB hingegen die kalkfaillenden Anionen 
Fluorid und Oxalat die Adrenalinhyperglykaimie verstarken, Fluorid 
mehr als Oxalat. 


5. Nach diesen Feststellungen erschien es trotz der zahlreichen 
bereits vorliegenden Versuche dieser Art nétig, den EinfluB der Salze in 
derselben Konzentration und Applikationsweise auf den Niichternblut- 
zucker zu untersuchen. 


Die Tiere erhielten nach 14- bis I8stiindigem Entzug von Nahrung 
stets 10cem n/3 Lésungen subkutan eingespritzt. Abgesehen von dem 
bereits erwaihnten Kaliumacetat zeigten NaCl, NaHCO,, Trinatriumcitrat, 
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Calciumchlorid und -gluconat, Mono- und Dinatriumphosphat in einem 
. Gemenge von py 7, sowie Na,SO, keinen auBerhalb der methodischen und 
physiologischen Schwankungen liegenden Effekt innerhalb von 4 _ bis 
6 Stunden. Das Natriumfluorid bewirkte bei acht Tieren sechsmal eine 
betrachtliche, stundenlang andauernde Hyperglykdmie, die Gipfelpunkte 
lagen bei 146, 153, 156, 160, 185 und 192 mg-%%, zumeist in der 120. bis 
189. Minute nach Injektion, nur bei einem Tiere war schon nach 30 Minuten 
eine Hyperglykaimie von 160 mg-°% zu verzeichnen. Folgende Tabelle und 
Abb. 4 von einem Falle diene als Beleg. 


Tabelle V. 


Kaninchen Nr. 37, 1800 g, Hafer und Heu, hat 16 Stunden gefastet. Erhalt 

nach Abnahme des Niichternblutes 10ccm n/3 NaF (1,4%) subkutan. 

Keine SchmerzéuBerungen, am Tiere durch 6 Stunden nichts Auffalliges zu 
bemerken, iiberlebt den Versuch wochenlang. 























mg-°/o mg-°/9 
Blutzucker Blutzucker 
Nachtern.......| 92 Nach Injektion 180 Min. 192 
Nach Injektion 30 Min. | 115 240, 167 
a 119 300, 133 
90 , 121 360 110 
120 , 169 
S 200 
S 
8 
8 10 
N 
& 720 
NS 
80 


Min. 60 120 180 240 300 360 


Abb. 4. 


Bei einem Tiere stieg der Niichternwert von 88 mg-,, nach 30 Minuten 
auf 102 mg-%%, um sodann nach 60 Minuten unter 100 mg-% zu sinken und 
zu bleiben. Da ausnahmsweise dieses Tier bei der Injektion Schmerzen 
auBerte, kann der leichte Anstieg auf Erregung bezogen werden und soll 
daher als negativ gelten. Bei dem letzten der acht Tiere stieg der Niichtern- 
gehalt von 90 mg-% innerhalb 180 Minuten langsam auf 122 mg-%, also 
eine geringe Wirkung. Es sei ausdriicklich hervorgehoben, daB alle anderen 
Tiere keinerlei SchmerzéuSerungen taten, nicht erregt waren und auBerlich 
nichts Abnormes darboten. Weniger eindeutige Befunde liegen hinsichtlich 
der Wirkung des Dinatriumoxalats vor. Von sechs Tieren, welche 10 ccm 
n/3 Dinatriumoxalat subkutan erhielten, starb eines unter Krampfen inner- 
halb 40 Minuten, ein Tier zeigte keinen Einflu8B, von 95 mg-°% Anstieg auf 
102, eins einen gering zu bewertenden Anstieg von 96 auf 106 mg-%, inner- 
halb 120 Minuten, zwei Tiere zeigten eine deutliche Hyperglykamie, wie aus 
folgender Tabelle zu ersehen ist. 
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Tabelle VI. 


Kaninchen Nr. 29, 1650 g, 16 Stunden hungernd, erhaélt 10cem n/3 Di- 
natriumoxalat nach Abnahme des Niichternblutes. Kaninchen Nr. 30, 
2000 g, ebenso. Nr. 30 schreit etwa 7 Minuten nach Injektion einige 
Sekunden, dann dauernd ruhig, das andere Tier zeigt keinerlei Schmerz- 
auBerungen. Beide Tiere iiberleben die Injektion wochenlang. 





mg-°/>) Blutzucker 














Kaninchen Nr. 29 30 
Niichtern. .... 105 115 
Nach Fluorid 60 Min. 149 146 

120 . 109 124 
180 , 108 115 
240 , 111 111 
800 . 124 110 
360 - 117 112 

8 160 

S 4 

S 207 — 

S Sh ey 

3s 

& "Min 6020 180 040 300 360 


Abb. 5. 


Die Oxalatwirkung ist demnach wohl zu konstatieren, sie ist aber 
weniger sicher und in ihrem Ausmafe geringer als die Fluoridwirkung, 
wie wir dies bereits auch bei den Adrenalinversuchen feststellen konnten. 
Von den zwei deutlich positiven Tieren hat eins geschrien, von den 
ubrigen Tieren hat nur das. tédlich vergiftete Tier Schmerzen geauBert. 


Nach dem eingangs erwaihnten Einteilungsprinzip Bertrams waren die 
beiden kalkfillenden Anionen, Fluorid und Oxalat, demnach als ,.Blut- 
zuckergifte“‘ zu bezeichnen, welche den ruhenden Zuckerstoffwechsel im 
Sinne einer Hyperglykimie zu veriindern vermégen. Alle iibrigen in dieser 
Hinsicht wirkungslos befundenen Kationen und Anionen sind demnach 
keine Blutzuckergifte im Sinne Bertrams. Dessen Ansicht,; daS direkte 
Zufuhr von Elektrolyten, Sauren und Basen den normalen Niichternblut- 
zucker von Menschen und Tieren nicht zu _ beeinflussen vermag, wird 
vollkommen bestitigt, ebenso die Ergebnisse von Hasenéhrl-Hégler und 
Sterkin. Uber eine Beeinflussung des Niichternblutzuckers durch Oxalat 
ist meines Wissens bisher nichts bekannt geworden!. Eine kiirzlich er- 
schienene Mitteilung von Magenta brachte eine Bestatigung fiir von Goldem- 
berg bereits 1926 erhobene Befunde, da8 Natriumfluorid an Ziegen und 
Schafen Glykosurie verursacht und den Blutzucker von Hunden steigert. 


1 Kobert-Kiissner haben bei Oxalatvergiftung eine reduzierende Sub- 
stanz im Harn von Hunden und Kaninchen gefunden, welche aber nicht 
als Glucose identifiziert werden konnte und wahrscheinlich die damals 
noch nicht bekannte, erst spater von H.H. Meyer entdeckte Glykuron- 
sAure war, die bekanntlich bei zahlreichen Vergiftungen vermehrt aus- 
geschieden wird. 
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Magenta hat nach rund 20 bis 50 mg NaF pro Kilogramm Hund, intravenés 
gegeben, Steigerungen z. B. von 62 mg-°% nach 2 Stunden auf 105 mg-%, 
erzielt, héhere Dosen sollen die Tiere bald téten, Glykosurien wurden nicht 
beobachtet. Die eben referierten eigenen Versuche zeigen viel gréBere 
und linger dauernde Hyperglykimien beim Kaninchen, auch scheint die 
subkutane Applikation geeigneter zu sein, die Wirksamkeit des Fluorids zu 
demonstrieren. Jedenfalls kann ich die von A/agenta zuerst als Bestatigung 
der von Goldemberg entdeckten Glykosurie erhobene Hyperglyhimie nach 
Fluorid vollauf bestatigen. Diese Fluoridhyperglykimie ist offenbar, da 
sie bisher in der einschlagigen Literatur nicht erwahnt wurde, den ver- 
schiedenen Autoren nicht bekannt gewesen. 

Nach Feststellung der Tatsache, da Oxalat und Fluorid bereits den 
ruhenden Blutzucker zu erhéhen vermégen, erschien die Fahigkeit 
dieser kalkfallenden Anionen, die Adrenalinhyperglykamie zu verstarken, 
recht plausibel. Um den Wirkungsmechanismus dieser Anderungen des 
Zuckerstoffwechsels zu studieren, wurde zunadchst untersucht, ob diese 
Wirkungen durch Calcium aufhebbar bzw. beeinfluBbar sind. 


Die Fluorid- und Oxalathyperglykimie, also ihre Wirkung als 
,,Blutzuckergifte im Sinne Bertrams, lieB sich durch intravenédse 
Injektionen von 5 bis 10 ccm 10°,,igem Calciumgluconat Sandoz sowie 
von 5cem 5°%,igem Calciumchlorid (wasserfrei), also betrachtlichen 
Mengen Ca, auf der Hohe der Vergiftung, erfahrungsgemaB zwei Stunden 
nach Injektion von NaF, gegeben, nicht beeinflussen. Ebenso negativ 
war das Ergebnis bei der durch NaF gesteigerten Adrenalinhyper- 
glykamie. Bei der Oxalatwirkung auf die Adrenalinhyperglykamie 
konnte einmal eine geringe abschwachende Wirkung des Blutzucker- 
anstiegs fir 30 Minuten durch 2,5 ccm 5 °,,iges CaCl, intravends erzielt 
werden, zwei ahnlich angeordnete Versuche verliefen negativ hinsicht- 
lich einer antagonistischen Wirkung des Ca. 

Bedenkt man das mehrfach festgestellte schnelle Verschwinden in- 
jizierten Kalkes aus dem Blute (Jansen, Hetényi u. a.), so kann dies nicht 
wundernehmen; es soll hier auch nur festgestellt werden, daB eine solche 
antagonistische Wirkung des Ca sich in den geschilderten Versuchen nicht 
nachweisen lieB. Dies wire jedoch bei anderer Dosierung oder anderer 
Versuchsanordnung durchaus méglich, denn es ist bekannt, daB sich manche 
Erscheinungen der Vergiftung durch kalkfillende Salze durch Calcium 
aufhebeu lassen (Starkenstein). Ob demnach die in vitro stark kalkfallenden 
Anionen Fluorid und Oxalat die beschriebenen Verainderungen des Zucker- 
stoffwechsels auch in vivo durch Kalkentzug bewirken, lieB sich durch die 
antagonistischen Versuche in keinem Sinne aufkliren. 

6. AuBer der Kalkfallung ist von den beiden Anionen Oxalat und 
Fluorid noch eine andere gemeinsame Eigenschaft bekannt, namlich 
die Hemmung der Glykolyse. 


Thre Hemmung der Blutgerinnung extra corpus ist nach der allgemeinen 
Meinung auf Ausfillen des als Katalysator dienenden Calciums aufzufassen 
und durch Calcium vollkommen behebbar. Fine Veranderung der Ge- 
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rinnungsfahigkeit des Blutes bei oxalat- bzw. fluoridvergifteten Tieren ist 
meines Wissens nicht bekannt, die Gerinnungsfaihigkeit bleibt in vivo 
unveraindert!. Kastle-Loevenhart haben 1900 die Hemmung der Lipase 
durch Fluorid entdeckt, Pierce hat 1913 festgestellt, daB diese Hemmung 
dadurch zustande kommt, daB8 das Ferment eine direkte Bindung mit 
Fluorid eingeht und da dieser Komplex inaktiv ist. Mit der Hemmung 
der Blutglykolyse durch Fluorid und Oxalat haben sich zuerst Macleod und 
Evans beschaftigt und auch die Hemmung der Gewebsglykolyse durch 
diese Anionen gefunden und hervorgehoben, daB F viel kriftiger hemmt als 
Oxalat. Embden hat festgestellt, da8 der Abbau der Hexosediphosphorsiure 
gehemmt wird. Verschiedene andere Autoren haben dann noch bei anderen 
Fermentvorgingen hemmende Einfliisse beobachtet. Zumeist wurde auch 
eine Komplexbildung der betreffenden Fermente mit dem hemmenden 
Anion als Ursache der Hemmung gefunden, sowie die Reversibilitit durch 
Dialyse. Mit ganz moderner Methodik haben kiirzlich Dickens-Simer 
(ausfiihrliche Literaturangaben siehe dort) die Hemmung der Gewebs- 
glykolyse durch Oxalat und Fluorid studiert, und gelangten ebenfalls zu 
der Ansicht, da8 das Fluorid einen nichtaktiven Komplex mit dem Ferment 
bildet. Diese Bindung soll ein exothermischer ProzeB sein und die Gewebs- 
atmung durch die angewandten hemmenden Konzentrationen nicht beein- 
fluBt werden. Alle anderen gepriiften Salze wurden als nicht hemmend 
befunden, die Fluoridhemmung wesentlich starker als die Oxalathemmung. 


Alle bisherigen Versuche wurden in vitro vorgenommen. In den 
nachfolgend beschriebenen Experimenten wurde versucht, nachzuweisen, 
ob die in vitro von zahlreichen Autoren festgestellte Glykolysehemmung 
durch Fluorid und Oxalat auch in vivo an vergifteten Tieren zu beobachten 
ist. Im bejahenden Falle ware dies dann eine ausreichende Erklarung 
fiir die beobachteten Hyperglykamien und die Beeinflussung der 
Adrenalinwirkung. 


In Vorversuchen wurde zunachst festgestellt, daB Zusatz von Novirudin 
zum frisch entnommenen Blute (2 bis 5 mg zu 0,6 bis 0,8 ccm) die Blut- 
zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen nicht stért. Das Blut bleibt 
24 Stunden und mehr bei Brutofentemperatur vollkommen fliissig. Das 
mittels der iiblichen Pipetten aus der Ohrvene entnommene Blut wurde 
sofort mit einigen St&ubchen Hirudin in einem kleinen Waigegliischen mit 
einem diinnen Glasstabchen verrieben, wobei beachtet wurde, da nicht 
aurch zu starkes Reiben Fibringerinnsel entstehen, weil nachgewiesen ist, 
daB die Blutkérperchen und vielleicht auch Fibrin, Sitz der Ferment- 
wirkung sind (Macleod). Fiir jeden Glykolyseversuch wurden 0,6 bis 0,8 cem 
Blut entnommen, sofort nach Verriihren mit Hirudin zweimal 0,1 cem zur 
sofortigen Blutzuckerbestimmung genommen und der Rest im geschlossenen 
Wiigeglaschen 5 Stunden bei 37,5" C im Brutofen gehalten. Hierauf wiederum 
Entnahme von zweimal 0,1 cem zur Zuckerbestimmung. Es wurde nicht 
steril gearbeitet, da in Ubereinstimmung mit Cajori-Croutter festgestellt 
worden war, da fiir so kurzfristige Versuche ein Glucoseverlust durch 
Bakterienwachstum nicht zu befiirchten ist. Bei sterilem Arbeiten und bei 
gewohnlichem sauberen Arbeiten wurden nach 5 Stunden dieselben Werte 
gefunden. Nach Lax-Szirmay kommt dem NaF keine desinfizierende 


1 Pohl in Heffters Handb. 1, 860. 
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Wirkung zu, wire auch bei, wenn iiberhaupt vorhandenen, minimalsten 
Spuren im Blute vergifteter Tiere belanglos. 


Mit der beschriebenen Methode wurden folgende Feststellungen 
gemacht: Innerhalb von 5 Stunden ist der Blutzucker normaler Tiere bis 
auf einen geringen Rest von etwa 20 mg-°,, geschwunden. Bei acht Tieren 
(Hafer-Heufiitterung) betrug die ,,Restreduktion“‘, also jener durch die 
Hagedorn-Jensensche Mikromethode feststellbare Reduktionswert, nach 
5 Stunden Aufenthalt im Brutschrank 20 und weniger Milligrammprozente, 
der kleinste Wert war einmal 12 mg-°,. Bei einem Tier betrug die Rest- 
reduktion 27 mg-°,. Wenn man von diesem Tiere absieht, so berechnet 
sich die normale glykolytische Kraft des Kaninchenblutes bei einem 
Niichternwert von rund 100 mg-°%% mit rund 80°. Diese glykolytische 
Kraft bleibt anscheinend unverdindert, wenigstens wurden innerhalb 
6 Stunden bei stiindlicher Entnahme keine wesentlichen iiber die methodi- 
schen Schwankungen hinausgehenden Anderungen beobachtet. Die Rest- 
reduktion von rund 20 mg-%, wird auch bei Adrenalinhyperglykiimie nicht 
wesentlich gréBer. Bei einem Tiere, welches 0,15 mg Adrenalin pro Kilo- 
gramm erhalten hatte, betrug die Restreduktion 19 mg-%, die Hyper- 
glykimie 195 mg-°, 2 Stunden nach der Injektion, was einer glykolytischen 
Starke von 90% gleichkommt; 6 Stunden nach der Injektion betrug bei 
diesem Tiere der Restwert wiederum 18 mg-%, wie beim Niichternwert 
bei wiederum normalem Blutzuckerwert von 100 mg-°,. Bei einem zweiten 
Tiere fanden sich durchaus gleiche Verhaltnisse, bei einer Adrenalinhyper- 
glykimie von 175 mg-°%, eine Restreduktion von 23 mg-%, d.i. 87° 
glykolytische Stirke. Bei dem bereits erwihnten Tiere mit 27 mg-°;, Rest- 
reduktion des Niichternblutes, was einer glykolytischen Kraft von 74°, 
entsprach, wurde bei einer Adrenalinhyperglykimie von 167 mg-°4 eine 
Restreduktion von 38 mg-°, gefunden, entsprechend 77,5°%4. Die Rest- 
reduktionsgr6Be wird also durch die Adrenalinwirkung nicht oder nicht 
wesentlich vergréBert, die glykolytische Kraft des normalen Blutes reicht 
aus, um die Adrenalinhyperglykaimie innerhalb 5 Stunden im Brutschrank 
auf den normalen Restwert zu bringen. Ob diese ,,Restreduktion‘’ nach 
Glykolyse mit der bei Hefevergirung des Blutes gefundenen identisch 
ist, soll Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, auffallend ist, daB beide 
Werte sich in derselben GréBenordnung bewegen. 


Die in dieser Weise an fluorid- bzw. oxalatvergifteten Tieren 
durchgefiihrten Untersuchungen ergaben das erwartete Resultat: 
das mit Fluorid und Oxalat vergiftete Tier zeigt eine Hemmung seiner 
Blutglykolyse. Das Fluorid hemmt viel starker als das Oxalat. 


Tabelle VII 1a8t erkennen, daB die glykolytische Kraft des Blutes bei 
einem Fluoridtier auf 45,59 nach 2 Stunden, auf 49,5°, nach 4 Stunden 
gesunken war, bei einem Paralleltier auf 63,5 und 70°. Die hemmende 
Wirkung des Oxalats lie8 sich weniger sicher und schwiacher nachweisen: 
Tier Nr. 52 zeigte trotz geringer Hyperglykimie keine Glykolysehemmung, 
Tier Nr. 53 zeigte bei maBiger Hyperglykamie immerhin cine Restreduktion 
von 31 mg-°%% und behielt diesen Restwert auch noch bei bereits wieder 
abgesunkener Hyperglykimie von 121 mg-°, 4 Stunden nach der Injektion. 
Von zwei gleich behandelten Tieren, welche Kaliumacetat erhalten haben, 
ist eins davon in der Tabelle VIT angefiihrt, es zeigte, ebenso wie das andere, 
weder eine Hyperglykimie, noch eine Glykolysehemmung. 
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Tabelle VII. 


Kaninchen Nr. 48, 2350 g, 16 Stunden hungernd, erhalt nach Abnahme des 
Niichternblutes 10 cem n/3 NaF subkutan, dann weitere Blutentnahmen. 
Keine SchmerziuBerungen, kein abnormes Verhalten des Tieres. Jede 
Blutentnahme wird mit Novirudin versetzt, Blutzucker sofort bestimmt 
und nach 5 Stunden Aufenthalt im Brutofen bei 37,5° C wiederum Blut- 
zuckerbestimmung. — Kaninchen Nr. 49, 1900 g, dieselbe Versuchsanordnung, 
erhalt 10 cem n/3 NaF. — Kaninchen Nr. 52, 2300 g, erhalt 10 cem n/3 Di- 
natriumoxalat subkutan, sonst gleiche Versuchsanordnung. — Kaninchen 
Nr. 53, 1750 g, erhalt 10 cem n/3 Dinatriumoxalat, sonst gleiche Versuchs- 
anordnung. — Kaninchen Nr. 55, 1850 g, erhalt 10 cem n/3 Kaliumacetat 
subkutan, sonst gleiche Versuchsanordnung. — Gl-°, bedeutet, wieviel 
Prozente von dem nativen Blutzucker innerhalb 5 Stunden glykolytisch 
verarbeitet wurden. 





Do fA ek ee a oe le ¥'s 48 49 52 53 55 
Gueess BPomm mf 1. we cree NaF NaF Oxalat Oxalat K-Acetat 
eesinaion See iS % mt a mg- Gl-  mg-| Gl- | mg-| Gl- | mg- | Gl- mg- GI- 
. \ ss 0 ° 0 ®%lo 0 0 af 0 ° 0 ° 0 a 0 : 0 
Niichtern sofort ...... 109 89165 «|| 108! . 106 | o, || 85 | on 
C vA « a  ¢ S 
, mach 5 Std. 22|59 || 16/82 || 92) 89) 17/84! 19 | 6 
1 Std. nach Injektion sofort . . 103) og 128 91 | on 
Bear »  mach5Std. 17, 83 9g | 89 | 9 87 
a = “ sofort . . 176) se «|| 117 | a 122 a |: 142 | ao /| 8 ~ 
g° 7 7 pach 58rd. | 96 | 4% 4g | ©3:5) 99) 88 | 31 | 78) 19 | 86 
el » eofort . . 1178] soni 121| an 124) oe | 122} 0,/ 91 | oc 
4° 7 * ‘pach 58td. | 90| 49) 97) 7 | 47) 83 |g | 74) 19 | 86 
7 = ‘“ sofort . .j1llli-g 98 | ao - || 105 100 | co || O91 | an 
g- = 7 pach 5 Sed. |) 28/7 | 91 | 985) 17) 84 | 19/88! 19 | 86 


Es wurden schlieBlich zur Sicherstellung der Befunde Versuche iiber 
Glykolyse wahrend der Adrenalinhyperglykimie mit und ohne die 
hemmenden Salze an ein und demselben Tiere ausgefiihrt. 


Von zwei mit Fluorid behandelten Tieren ging eins (Nr. 57) in der 
dritten Stunde nach Injektion akut zugrunde, ohne Krimpfe, offenbar 
an Kreislaufst6rungen, iibrigens das einzige Tier, das in dieser ganzen 
Versuchsreihe bei der angewandten Fluoriddosis akut zugrunde ging. Die 
Tabelle VIII zeigt, daB bei allen drei Tieren auf der Héhe der Adrenalin- 
hyperglykamie allein die Restreduktion nicht gréBer ist als bei normalem 
Blutzuckergehalt, stets um 20 mg-°,, liegend, und da bei Fluorid- bzw. 
Oxalatvergiftung diese Restreduktion wesentlich héher ist. 


Wahrend bei der Blutgerinnung eine Wirkung des Oxalates in vivo 
bisher nicht nachweisbar war, jedoch in vitro die gerinnungshemmende 
Wirkung der kalkfillenden Salze durch Zugabe von Calcium glatt 
behebbar ist, zeigten eigens angestellte Versuche, da} bei der, wie gezeigt 
wurde, in vivo stattfindenden Glykolysehemmung durch Fluorid und 
Oxalat diese durch Calcium nicht behebbar ist. 
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Tabelle VIII. 


Kaninchen Nr. 56, 2000 ¢, erhalt nach Feststellung des Niichternblut- 
zuckers 0,15 mg Adrenalin pro Kilogramm subkutan. Nach 7 Tagen 10 ccm 
n/3 NaF subkutan vor der gleichen Adrenalindosis. Keine Schmerz- 
auBerungen. — Kaninchen Nr. 57, 2000 g, die gleiche Versuchsanordnung. 
Wird 45 Minuten nach der NaFk-Injektion matt, Blut aus Ohrvene nur 
schwer erlangbar, autfallend dunkel. §%0 Minuten nach Injektion tot, ohne 
Krampfe. — Kaninchen Nr. 59, 1950 g, dieselbe Versuchsanordnung, nur 
statt NaF 10 ccm n/3 Dinatriumoxalat subkutan, schmerzlos. Novirudin- 
blut fiir 5 Stunden im Brutofen. 











Kaninchen Nr.......-.+-. 56 57 59 

exhalt l0comnj3.......1 O | MeF | O | NaF | O | Oxalet 

Bintencker - +++ +20: . Sle mg- mo OA = - $ cd e me- of 

Nichtern sofort ... . 105) g9 114 ¢ 88 80 | -,! 105 195 

~ " ad c -_ Ss - Ore 2 

» mach 58td. . .| 19/82 92) 89) 97/81) 47/79) 3g 83) 19/8 

1 Std. nach Inj. sofort . . 166. -. 112 |. 

Ls: a ee. 45 | 73 45 0 

- oa » sofort .. . 1/195 186 | ,- || 175 | on 156 | on | 170 | op 

g 7 7 * nach 58td.| 19|%! 98/47) 98 | 87 29 87 Gq 65 

45  » 9 mehett .. . 1 U87 ben] 18115 88 150 | on | 159 | pn 

45 2° 3 mach 58td.) 18/57) 62 | 59) 17) 8! 20 87 | 59 6 

6 » sofort . .||100 g5/105', 88 93 100 

» * ” . a . ~|o nd 80 80 

6, * © nach 5Std. || 18/52] 99/82! 17) 8! 18 20 


DaB die Hyperglykimie durch NaF durch Kalkinjektionen nicht 
beeintlu8t wird, ebenso wie die Verstarhung der Adrenalinwirkung, wurde 
bereits erwaihnt. Es gelang aber auch nicht, durch Zusatz von geringen 
Mengen CaCl, in Substanz zu dem mit Novirudin versetzten Blute von 
Fluoridtieren die GréBe der Restreduktion zu andern. Solches Blut zeigte 
mit und ohne CaCl, die gleichen erhéhten Restreduktionen in mehreren 
derartig angestellten Versuchen. Damit ist aber die prinzipielle Frage 
aufgeworfen, ob das Calcium, analog wie bei der Gerinnung, die Rolle eines 
Aktivators beim glykolytischen FermentprozeB spielt bzw. bei den anderen 
fiir den Zuckerstoffwechsel bedeutsamen Fermentvorgingen. Die eben 
berichteten antagonistischen Versuche mit negativem Ergebnis sind meines 
Erachtens nicht geeignet, diese Frage zu beantworten, mit anderer, feinerer 
Methodik wire vielleicht ein positives Resultat zu erzielen. Aber abgesehen 
von diesen methodischen Bedenken ware auch denkbar, da8 die im Tier- 
k6érper gebildeten Komplexe Ferment—Fluorid iiberhaupt nicht mehr in 
vitro reversibel sind, da8 also eine Aufhebung der Fluoridwirkung durch 
Calcium nur durch Versuche in vivo nachweisbar wire, und das kann 
eine Frage der Dosierung sein bzw. der Art der Ca-Einverleibung. Die 
eigenen Versuche in dieser Hinsicht wurden bereits als negativ verzeichnet. 


Trotzdem, wie bereits berichtet, die Insulinwirkung in den eigenen Ver- 
suchen beim mit Oxalat vergifteten Tiere unbeeinfluBt war, wurden nach- 
triglich noch Versuche angestellt, ob vielleicht durch das starker wir- 
kende Fluorid eine Einwirkung auf den Insulineffekt nachweisbar wire. 
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Es wurden zwei Tiere mit je zwei Einheiten [Insulin Burrow-Wellcome 
& Co. mit und ohne NaF in einem Spatium von 8 Tagen untersucht, von 
NaF wurden die iiblichen 10cem n/3 Lésung 1 Stunde vor der Insulin- 
injektion subkutan gegeben. Ein Tier zeigte iiberhaupt keinerlei Unter- 
schiede in der nach 2 und 4 Stunden festgestellten Hypoglykamie von rund 
50 mg-°,, mit und ohne Fluorid, das Paralleltier zeigte 2 Stunden nach der 
Insulininjektion ebenfalls einen durch NaF unbeeinfluBten Wert von rund 
70 mg-°%%,, nach 4 Stunden ohne NaF ebenfalls 70 mg-°,, bei NaF jedoch 
123 mg-°,, demnach eine Abkiirzung der Insulinwirksamkeit, die wohl 
ebenfalls durch Glykolysehemmung bedingt sein wird. Demnach eine 
unsichere Wirkung, jedenfalls aber in der zu erwartenden Richtung gelegen. 


Fassen wir die vorliegenden Ergebnisse zusammen, so ergibt sich 
der wohl berechtigte SchluB, daB die bei der Fluorid- und Oxalat- 
vergiftung beobachtete Hyperglykamie, sowie die festgestellte Férderung 
der Adrenalinhyperglykamie und die unter Umstanden eintretende 
Abschwachung der Insulinwirkung durch eine Hemmung der glyko- 
lytischen Fermentvorgdinge und wahrscheinlich auch anderer fiir den 
Zuckerstoffwechsel bedeutsamer Fermentprozesse verursacht wird. 
Es kann wohl keinem Zweifel unterliegen, da die in vitro kalkfallenden 


_Anionen Veranderungen im Mineralbestande verurachen, welche wohl in 


erster Linie das Calcium betreffen, die aber nach den eingangs erwahnten 
analytischen Arbeiten auch andere Ionen mit erfassen und damit das 
vordem bestehende gegenseitige Verhaltnis der Kationen und Anionen, 
ihr Gleichgewicht, grundsitzlich andern. Die Frage, ob derartige 
Anderungen des Gleichgewichts der Mineralstoffe im Organismus eine 
Bedeutung fiir den Zuckerstoffwechsel haben, kann somit bejaht werden. 
Freilich bieten die vorliegenden Untersuchungen keine Stiitze fiir die 
verschiedentlich aufgestellte Annahme, da irgendein Elektrolyt, 
Ca oder K, oder Phosphat die Adrenalin- bzw. Insulinempfindlichkeit zu 
andern vermégen, daB Calcium einer Sympathikusreizung gleichkomme 
usw. Wir kénnen vorlaufig nur die Bedeutung der Mineralstoffe, 
insbesondere des Calciums, fiir den normalen Ablauf der fiir den Zucker- 
haushalt wichtigen Fermentprozesse in der hier erstmalig am lebenden 
Tiere nachgewiesenen Fermenthemmung durch kalkfillende Salze 
erkennen. 

Anderungen im Mineralhaushalte, die durch Kostanderungen, 
Mineralwasser-Trinkkuren und andere MaBnahmen hervorgerufen werden, 
kénnen somit fiir den Ablauf des Kohlehydratstoffwechsels im Organis- 
mus von Bedeutung sein. Die festgestellte Hemmung der Fermente 
durch Fluorid hat wohl nur geringe praktische Bedeutung, vielleicht auf 
toxikologischem Gebiete. Praktisch viel bedeutsamer erscheint diese 
Feststellung fiir die Oxalsaure. 


Denn die Oxalsiure ist ein normales, endogen gebildetes Stoffwechsel- 
produkt. Da8 Diabetiker recht oft eine Oxalurie haben, ist schon lange 
bekannt; besonders im Stadium der Entzuckerung schwererer Fille, wenn 

> 
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die Harnflut abnimmt, gehért die Feststellung reichlicher Mengen von 
Calciumoxalatkristallen im Harnsediment fast zur Regel. Eine kiirzlich 
erschienene Mitteilung von Viale-Castagna brachte in iiberzeugender Weise 
den Nachweis einer betriichtlichen Vermehrung der endogen gebildeten 
Oxalsiiure im diabetisch erkrankten Organismus. Sowohl an Menschen 
ais auch an pankreaslosen Hunden ist diese vermehrte Oxalsaiureausscheidung 
im Harn parallel mit der Glykosurie, Ketonurie und Hyperglykiimie durch 
Insulin behebbar, die genannten Autoren machen auch den Vorschlag, bei 
nichtdiabetischer Oxalurie, besonders bei Konkrementbildung, Insulin 
therapeutisch anzuwenden. Wahrend die normale Oxalsiureausscheidung 
im Harn beim erwachsenen, gesunden Menschen bei gemischter Kost im 
allgemeinen mit héchstens 20 mg pro die angenommen wird, fanden Viale- 
Castagna bei einem jugendlichen Diabetiker von 27 Jahren 54mg Oxal- 
siure pro die im Harn, nach 10 Einheiten Insulin pro die innerhalb von 
3 Tagen ein Absinken auf 9mg Tagesausscheidung, parallel mit einer 
Entzuckerung von 11 auf 0%. Auch die im Harn pankreasexstirpierter 
Hunde gefundenen Oxalsiituremengen sind um mehr als 100°, gréBer 
gewesen als bei denselben Tieren vor der Operation. Es scheint durchaus 
im Bereich der Méglichkeit gelegen, daB durch die vermehrte endogene 
Oxalsiurebildung die fiir den Zuckerhaushalt ma®Bgebenden Fermente 
gehemmt werden, was bei dem ohnehin erhéhten Blutzuckergehalt eine 
vielleicht nicht so geringe Rolle spielen kann. Uber das glykolytische 
Vermégen des Diabetikerblutes liegen einige Studien vor. Nach Cajori- 
Crouter (siche Literaturangaben dort) hat Lépine 1909 zuerst die Meinung 
ausgesprochen, dafi beim Diabetes die Glykolyse des Blutes vermindert sei. 
Dénis-Giles, Thalhimer-Perry fanden ebenfalls eine Verminderung der 
Blutglykolyse beim Diabetiker, Tolstoy lehnt dies ab, und ebenso Cajori- 
Crouter. Die letztgenannten Autoren haben sich mit dieser Frage eingehend 
beschaftigt und gefunden, daB die glykolytische Kraft des Blutes abhangig 
sei von der Héhe des Blutzuckers im frisch entnommenen Blute. Dem 
widersprechen meine Versuche iiber die Glykolyse der Adrenalinhyper- 
glykamie und auch ein Teil ihrer eigenen Zahlen. Bemerkenswerterweise 
finden sie, daB ein Zusatz von Natriumoxalat zum Diabetikerblut dessen 
Glykolyse viel stirker hemmt als zu normalem Blute zugesetztes Oxalat. 
Dies erscheint nach unseren Ergebnissen als Summation durchaus erklarlich. 
Keinesfalls soll aber mit diesen Darlegungen iiber die Bedeutung der Oxal- 
saure in der Pathologie des Diabetes angeregt werden, die sogenannten 
Oxalsiurebildner, also eine ganze Reihe von Gemiisen und Obst, aus dem 
Speisezettel des Diabetikers zu streichen. Denn die offenbar miaichtige 
endogene Oxalsiurebildung kann dadurch kaum beeinflu8t werden, und 
auBerdem sind die Meinungen iiber das Schicksal der exogen eingebrachten 
Oxalsiure noch sehr geteilt. 


Ili. Einflu8 von Hormonen, Vitaminen und der Nahrungsart. 

Wie eingangs dargelegt wurde, verfiigen wir heute iiber Mittel, 
welche, ohne selbst Mineralstoffe zu sein, wesentliche Anderungen im 
Mineralbestande des Organismus herbeizufiihren befaihigt sind. Solche 
finden sich unter den Vitaminen und Hormonen. 

Uber Verainderungen im Mineralbestande durch Insulin ist nichts 
Naheres bekannt. Die Adrenalinwirkung auf den Gehalt an Ca und K des 


Blutes ist mehrfach studiert worden: Billigheimer fand eine Senkung des 
Kalkspiegels, und zwar um so energischer, je gréBer der Blutzuckeranstieg 
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war. Brems hat keine nachweisbaren eindeutigen Beziehungen zwischen 
Adrenalininjektion und Verinderungen des Blutquotienten K: Ca fest- 
stellen kénnen, wohl sah er recht bedeutende Schwankungen des K und 
Ca-Spiegels des Serums als Zeichen eines lebhaften Austausches zwischen 
Blut und Geweben, aber sowohl Senkungen als auch Steigerungen. Wie 
dem auch sein mag, eine gesicherte Unterlage fiir die als Arbeitshypothese 
so haufig angenommene FinfluBnahme von Mineralstoffen aut das sym- 
pathische System hinsichtlich des Zuckerstoffwechsels fehlt bis jetzt. 

1. In den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob das von 
Collip dargestellte Hormon der Nebenschilddriise, das Parathormon, 
einen Kinflu8 auf die Adrenalinhyperglykamie hat. 

Collip selbst gibt an, daB bei Hunden auf der Héhe der Hyperglykimie 
der Blutzucker normal bleibt, sowie daBS Kaninchen gegen Parathormon 
viel weniger empfindlich sind als Hunde, immerhin aber auch bei Kaninchen 
eine Wirksamkeit des Parathormons zu beobachten ist. Die Fahigkeit des 
Parathormons, Calcium zu mobilisieren, damit betraichtliche Einwirkungen 
auf den Kalkstoffwechsel und den Mineralstoffwechsel in toto zu erzielen, 
ist allgemein anerkannt. Zwei Tiere erhielten je 2 ccm Parathormon Collip 
(40 Einheiten) subkutan injiziert, 3 Stunden spiter je 0,15 mg Adrenalin 
pro Kilogramm subkutan. 


Die aufgenommenen Blutzuckerkurven beider Tiere zeigten keine 
wesentliche Abweichung von den vor sieben Tagen ohne Parathormon 
aufgenommenen Kurven. Die durch Parathormon Collip bedingten 
Veranderungen im Kalkstoffwechsel haben demnach keinen EinfluB auf 
die Adrenalinhyperglykamie. 

2. Auch von dem Vitamin Vigantol, bestrahltem Ergosterin, ist 
allgemein anerkannt, daB es erhebliche Veranderungen im Kalkhaus- 
halte hervorzubringen vermag. 


An zwei Tieren wurde eine Blutzuckerkurve nach 0,15 mg Adrenalin 
pro Kilogramm aufgenommen. Hierauf erhielten die Tiere 10 Tage hindurch 
einmal taglich 1 mg Vigantol in 0,5 cem Ol per os. Das Ol wurde den Tieren 
mittels Spritze eingefl6Bt, die Tiere leckten die Spritze mit offensichtlichem 
Behagen ab. Am elften Tage wurde wiederum eine Adrenalinkurve angelegt, 
es ergab sich bei beiden Tieren keine Veriinderung im Adrenalineffekt, wohl 
aber ein nicht unbetrachtlicher Anstieg des Niichternblutzuckers, von 
vorher 70 auf 110 mg-°;, und von vorher 75 auf 114 mg-°;,. Da mdglicher- 
weise die gereichte Dosis von insgesamt 10 mg Vigantol zu gering war, 
erhielten diese beiden Tiere in den folgenden 5 Tagen einmal tiglich 5 mg 
Vigantol (0,5 ccm des unverdiinnten Ols) per os gereicht. Beide Tiere er- 
litten in dieser Zeit einen kleinen Gewichtsverlust von etwa 50g, waren 
aber sonst munter. Die Adrenalinkurven waren mit den friiher auf- 
genommenen praktisch identisch. Der Niichternblutzucker des einen Tieres 
erhéhte sich von 110 mg-®% vor 5 Tagen nochmals auf 113 mg-°,,, bei dem 
anderen Tiere sank er aber von 114 auf 97 mg-°,, war aber immerhin noch 
gegen den Ausgangswert von 75 mg-°,, deutlich erhéht. Nun erhielten die 
Tiere 7 Tage lang kein Vigantol mehr. Die Kérpergewichte blieben kon- 
stant, die Adrenalinblutzuckerkurven unverindert, der Niichternblutzucker 
war bei dem einen Tier auf 77 mg-°,, also fast auf den Ausgangswert zuriick- 
gesunken, bei dem anderen Tiere auf 88 mg-%. 
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Zusammenfassend kann man wohl aussagen, daB auch so aktiv den 
Mineralhaushalt verandernde Substanzen wie Vigantol und Parathormon 
Collip keinen erkennbaren EinfluB auf die Adrenalinhyperglykdmie haben. 


Hinsichtlich der beobachteten Steigerung des Niichternblutzuckers 
durch Vigantol gestatten die zwei vorliegenden Beobachtungen noch 
keinerlei bindende Schliisse, auch miiBte der EinfluB von Olivenél allein 
in diesen Gaben gepriift werden, was aber von der gestellten Frage zu weit 
weggefiihrt hatte. 

3. Uber die Bedeutung der Nahrungsform auf den Zuckerstoff- 

wechsel liegen einige gréBere Arbeiten vor. 
; Die Anregung hierzu gaben die Arbeiten der Schule H. H. Meyers 
und Wiechowskis. Abderhalden-Wertheimer haben in ausgedehnten Versuchs- 
reihen Kaninchen einerseits mit Hafer als saurer Nahrung, andererseits mit 
Griinfutter als basischer Nahrung hinsichtlich ihres Verhaltens gegeniiber 
Insulin, Adrenalin und Zuckergaben verglichen und gelangten zu dem 
Ergebnis, daB8 die Art der Ernaihrung von prinzipieller Bedeutung fiir den 
Zuckerhaushalt sei. Hafertiere reagieren auf Adrenalin stirker als Griin- 
futtertiere, auf Insulin schwacher als Griinfuttertiere. Je nach der Art 
der Ernahrung kommt bei gleichzeitiger Adrenalin- und Insulingabe einmal 
die Adrenalinwirkung mehr zum Vorschein, ein andermal mehr die Insulin- 
wirkung, die Bedeutung der Verschiebungen im Saurebasengleichgewicht 
fiir den Zuckerhaushalt sei nicht zu iibersehen. Auch sei die alimentiire 
Hyperglykamie beim sauer ernaihrten Hafertier viel gr6éBer als beim alkalisch 
ernahrten Griinfuttertiere. Nach den Untersuchungen von Abderhalden- 
Wertheimer ist demnach die Zuckertoleranz beim Hafertier geringer als 
beim Griinfuttertier. Page sowie Blatherwick-Bell-Hill kamen zu dem 
Ergebnis, da®8 Griinfutter die Insulinwirksamkeit steigert, Hafer sie herab- 
setzt. Zu teilweise widersprechenden Ergebnissen gelangten jiingst Geiger- 
Kropf, deren Mitteilung wahrend der Ausfiihrung dieser Studie erschien. 
Trotzdem sie die Steigerung der Insulinwirkung durch Griinfutter und 
Abschwaichung durch Hafer experimentell voll bestatigen, finden sie bei 
Untersuchung der Zuckertoleranz nach der Stawbschen Versuchsanordnung 
entgegen aller Erwartung bei Griinfutter eine erhéhte alimentiire Hyper- 
glykimie gegeniiber der Hafernahrung, es wird also die alimentaire Toleranz 
durch Futter im entgegengesetzten Sinne beeinfluBt, wie die Insulin- bzw. 
Adrenalinwirkung. Diese Wirkung des Griinfutters wird durch gleichzeitige 
Sauregabe noch verstdrkt, durch gleichzeitige Alkaligabe wesentlich ab- 
geschwacht. Hafer, mit Sauregabe kombiniert, ergibt héhere alimentiire 
Hyperglykimie als Hafer allein, Alkaligaben veraindern die Haferwirkung 
nicht. Also eine dem Saure- bzw. Basencharakter der betreffenden Nahrungs- 
form entgegengesetzte Beeinflussung der Zuckertoleranz. Geiger-Kropf 
gelangen zu dem Ergebnis, daB die Futterart durch Anderung des Kationen- 
gleichgewichts den Zuckerstoffwechsel der einzelnen Zellen modifiziere, die 
Beeinflussung der Zuckertoleranz durch die Futterform kann aus ihrem 
sauren bzw. alkalischen Charakter nicht erklirt werden. 


Meine eigenen Versuche tiber den EinfluB der Nahrungsform bzw. 
der durch diese verursachten Verainderungen im Mineralhaushalte auf 
die Adrenalinhyperglykamie wurden an fiinf Tieren ausgefiihrt. 


Die bis dahin mit Hafer und etwas Heu als Zulage ernadhrten Tiere 
erhielten 0,15 mg Adrenalin pro Kilogramm subkutan, nach Anlegen der 
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Adrenalinblutzuckerkurve erhielten dann die Tiere 10 bis 14 Tage Griin- 
futter gereicht, und zwar hauptsachlich Kohlblatter, seltener Blumenkohl- 
blatter, ausnahmsweise auch Riiben. Ein Tier erlitt beim Ubergang zur 
Griinfiitterung innerhalb 7 Tagen einen Gewichtssturz von 300¢, der 
trotzdem angestellte Adrenalinversuch zeigte, den bereits besprochenen 
Erfahrungen gemabB, eine wesentlich geringere hyperglykimische Wirkung, 
dieses Tier mu8 demnach als unbrauchbar ausgeschaltet werden. Die vier 
anderen Tiere vertrugen die Kostanderung ausgezeichnet, ja beim neuer- 
lichen Umstellen von Griinfutter auf Haferkost wurde eher noch eine 
leichte Zunahme des Kérpergewichts konstatiert. Die Niichternwerte 
stiegen bei zwei Tieren (Nr. 8 und 21, Tabelle IX) wesentlich an, eine Beob- 
achtung, die bereits Schwarz-Lubetz gemacht haben. Bei einem Tiere (Nr. 123) 
blieb der Niichternwert unverandert und bei Tier Nr. 124 ebenfalls, welches 
allerdings auch sonst keine Anderung durch die Kostform aufgewiesen hatte. 
Dieses Tier Nr 124 zeigte keinerlei wesentliche Differenzen in den drei 
Adrenalinkurven als Hafertier, nach 14 Tagen Griinfutter und nach neuer- 
lichen 14 Tagen Hafer-Heukost. Die drei anderen Tiere (Nr. 8, 21, 123) 
zeigten alle, wie Tabelle [IX und Abb. 6 bis 9 demonstrieren, in der Griin- 
futterperiode eine wesentlich starkere Adrenalinhyperglykamie als bei 
Haferdiat. 


Tabelle 1X. 


Kaninchen Nr. 8, 2100 g, seit 7 Tagen bei Hafer und Heu gewichtskonstant. 
Bekommt 0,15 mg Adrenalin pro Kilogramm subkutan, sodann 7 Tage 
Griinfutter, am achten Tage. 2150 g, 0.15 mg Adrenalin pro Kilogramm 
subkutan. Sodann 7 Tage Hafer und Heu, am achten Tage,’ 2230 g, erhalt 
dieselbe Dosis Adrenalin subkutan. — Kaninchen Nr. 21, 2200 g, dieselbe 
Versuchsanordnung wie oben, Kérpergewicht schwankt wihrend des Ver- 
suchs von 2150 bis 2200 g. — Kaninchen Nr. 123, 1950 g, 7 Tage Hafer und 
Heu, dann 14 Tage Griinfutter, Gewicht 1950 g¢, dann 14 Tage Hafer und 
Heu, Gewicht 2050 g. Stets 0,15 mg Adrenalin pro Kilogramm subkutan. 
— Kaninchen Nr. 124, 1850 g, Hafer und Heu, dann 14 Tage Griinfutter, 
1950 g, dann 14 Tage Hafer und Heu, 1950 g. 2 Tage spater Tier tot im 
Stalle aufgefunden, Sektionsbefund negativ, nur Darm stark geblaht. 








Erhielt stets 0.15 mg Adrenalin subkutan. — Abkiirzungen: H Hafer- 
Heu, G Griintutter. 

Kaninchen Nr. x 21 123 I 124 
Nabrungsform H | G HH. G@ = H 4H/|G H | H|@|H 
Nichtern . . 88 104 110 80 117 120 93 96 97 99; 92: 98 

30 Min. 122 °131 143 117 154 188 106 128 115 122 130 130 
—— 2 Jo 155 197 | 1909148 266 275,138 155 °152 130 143 145 
eo: 0 , 141 224 190180 308 309 139 183/170 182 152 155 
x 1120 , 174 238 170) 208 325 292151 199/172 142 156 158 
=ji150 , 182 218 158 215 314 251 154 218 180 155 170 170 
—})180 , 180 199 156 206 309 247 149 223 166 154: 160 164 
47210 , 170 162 138 200 272 206 130 221 169 138 159 160 
5 a. .« 161 143 127 169 170 168 122 212/162 138 126 135 

800 , 103 117 114 106 132 106 96 155 114 104 110 110 

360, 194 117 106 93 99 104. 95 121 100 95 101 95 
Integral: I® . 31 <40 21,5 46 605 1550 20 47 265 18 26 22 

s. Abb. Nr. 6 7 8 y 
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Dieser Befund steht in diametralem Gegensatz zu den Ergebnissen 
von Abderhalden-Wertheimer. AuBer der Verschiedenheit der Adrenalin- 
dosis, die genannten Autoren gaben 0,5 mg pro Kilogramm, ich nur 0,15 mg 
pro Kilogramm, die aber kaum die Ursache dieser gegensitzlichen Befunde 
sein kann, ist in den beiderseitigen Versuchsanordnungen nichts Ab- 
weichendes zu finden. Eine Erklarung fiir diese Differenz in den Befunden 
kann ich nicht geben. Viel eher lassen sich die erhobenen Befunde mit 
den Ergebnissen Geiger-Kropj/s in Einklang bringen. Hafernahrung erhéht 
die Zuckertoleranz, Griinfutter setzt sie herab, diese Toleranzinderung 
bezieht sich nicht nur, wie bei Geigers Versuchen, auf die alimentare Hyper- 
glykamie, sondern nach meinen Versuchen auch auf die Adrenalinhyper- 
glykamie. Nach unseren Kenntnissen iiber die durch Kostanderung be- 
wirkten Anderungen im Mineralhaushalt kommt es bei Haferdiit zu einer 
Demineralisierung, bei Griinfutter zu Ansatz von Mineralstoffen bzw. zur 
Sinschrankung der Verluste durch Haferdiit. Die grundlegenden Arbeiten 
Luithlens \ehrten uns, da8 zumindest in einem Organ, in der Haut, Calcium 
angereichert wird und da8 Griinfuttertiere sich gegen Entziindungsreize 
refraktirer verhalten als Hafertiere, also prinzipielle Anderungen im Ver- 
halten der Tiere bei durch Kostiéinderung bewirkten Verschiebungen im 
Saure-Basengleichgewicht und im Verhialtnis der Kationen zueinander 
resultieren. Uber das Wesen dieser offenbar héchst komplizierten Vorgiange 
wissen wir im einzelnen so gut wie gar nichts, es ist auch noch sehr fraglich, 
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ob die beobachteten Anderungen in der Reaktion der Tiere gegen déubere 
Reize oder wie hier die Anderungen der Zuckertoleranz in kausalem Zu- 
sammenhang gerade nur mit den Anderungen im Mineralhaushalt stehen. 
Griinfutter und Hafer bestehen ja nicht nur aus Salzen. Es sei nur an den 
Vitamingehalt, spezifische Inhaltsstoffe wie atherische Ole, Glucoside usw. 
der pflanzlichen Nahrungsstoffe erinnert. Als Ergebnis der besprochenen 
Versuche iiber die Bedeutung der Kostform auf die Adrenalinreaktion ergibt 
sich demnach, daB Griinfutter die Adrenalinhyperglykamie verstirkt, 
Haferkost sie herabsetzt, daB alsp die Zuckertoleranz, in Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen von Geiger-Krop/, durch Kostanderung gesteigert und 
vermindert werden kann, was sowohl fiir die alimentiéire Hyperglykamie 
als auch fiir die Adrenalinhyperglykaimie gilt. Uber den Mechanismus 
dieser Veriinderungen im Zuckerhaushalt kann nichts Niaheres ausgesagt 
werden. 

Die im Plane dieser Versuchsreihe vorgesehenen Untersuchungen iiber 
den EinfluB von Mineralwasser auf den Zuckerhaushalt wurden mit Riick- 
sicht auf die von Geiger-Krop{ angekiindigten gleichen Untersuchungen 
aufgegeben. 


Zusammenfassung. 


Es wurde der EinfluB von Anderungen im Mineralhaushalte auf den 
Zuckerstoffwechsel von Kaninchen untersucht. * Solehe Anderungen 
wurden herbeigefiihrt durch Vergiftung mit kalkfaillenden Salzen, 
Vigantol, Parathormon und durch Kostanderungen. Die Untersuchungen 
ergaben folgendes: 

1. Bei der Oxalatvergiftung mit tédlichen Dosen konnten in der 
Leber von Ratten Veranderungen im Kalkgehalte und im Verhaltnisse 
Ca: Mg analytisch nicht festgestellt werden. 

2. Bei der akuten Oxalat- und Fluoridvergiftung ist die Adrenalin- 
hyperglykamie wesentlich verstarkt, bei Fluorid mehr als bei Oxalat. 

3. Diese Verstirkung bzw. Verlingerung der Adrenalinhyper- 
glykimie wird durch Hemmung der Blutglykolyse, welche in vivo 
nachgewiesen wurde, veranlabt, ebenso die Hyperglykamie, welche beide 
am niichternen Tiere verursachen. 

4. Die Glykolysehemmung und ebenso die Hyperglykamie lassen 
sich durch Zufuhr von Calcium nicht beeinflussen. 

5. Die Kationen Na, Ca und NH,, die Anionen Cl, SO,, Phosphat, 
Citrat, Acetat haben keinen EinfluB auf die Adrenalinhyperglykamie und 
den Niichternblutzucker. 

6. Die Insulinwirkung wird durch Oxalat nicht beeinfluBt, durch 
Fluorid unter Umstainden abgeschwacht. 

7. Kalium bewirkt manchmal eine Verstarkung der Adrenalinhyper- 
glykimie, hemmt die Blutglykolyse nicht und laBt den Niichternblut- 
zucker unverandert. 

8. Parathormon Collip verandert die Adrenalinhyperglykamie nicht. 


/ * 
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9. Vigantol verindert die Adrenalinhyperglykamie nicht, verursacht 
aber wahrscheinlich einen Anstieg des Niichternblutzuckers bei langerer 
Darreichung. 

10. Griinfutter setzt die Zuckertoleranz herab, Griinfuttertiere 
zeigen eine starkere Adrenalinhyperglykamie als Hafertiere. Griinfutter- 
tiere haben einen héheren Niichternblutzucker als Hafertiere. 
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Thyroxin, Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


Von 


S. Leites. 


{Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Medizinischen 
Instituts und der Ukrnauka zu Charkow (U.d.S8. 5. R.).] 


(Eingegangen am 16. Marz 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Abmagerung, die bei experimentellem und klinischem Hyper- 
thyreoidismus beobachtet wird, gehért zu den langst bekannten Tatsachen 
der Physiologie der Schilddriise. Diese Abmagerung wurde meist auf ge- 
steigerte Oxydation zuriickgefiihrt und ihr keine spezifische Bedeutung 
beigemessen. Die Untersuchungen von Abelin und Kiirsteiner' haben aber 
gezeigt, daB bereits in den ersten 24 bis 72 Stunden nach Einfiihrung von 
Thyreoidin, wenn der Grundumsatz der Meerschweinchen kaum gesteigert 
ist, bedeutende Gewichtsverluste in den Organen, vor allem in den Muskeln, 
dann aber auch in Leber und Lungen entstehen. Burn und Ling? heben 
hervor, daB unter EinfluB von Thyroxin bei Mausen, die mit 01 gefiittert 
werden, die Ketonurie zuriickgeht. Bing und Heckscher* haben darauf 
hingewiesen, da bei der Basedowschen Erkrankung die alimentare Lipamie 
(Neutralfett + Cholesterin) reduziert ist; im Gegensatz dazu fiihrt die Fett- 
fiitterung nach Thyreoidektomie (bei Pferden) zu einer gréBeren Zunahme 
des Fettes im Blute, als es vor der Thyreoidektomie der Fall gewesen war 
(Heckscher). Neben den angefiihrten Daten, welche auf die Rolle des Schild- 
driisenhormons im Fettstoffwechsel hinweisen, liegt eine Reihe von Angaben 
vor iiber den EinfluB8 des Inkretes der Gl. Thyreoidea auf den Lipoid-, 
speziell auf den Cholesterinumsatz. Nach Leupold* setzt die Eintiihrung 
geringer Dosen Thyreoidin den Cholesterinspiegel bei Kaninchen herab, 
wahrend die Einverleibung gréBerer Dosen denselben steigert. .Macciotta® 
konstatiert ebenfalls eine gewisse Herabsetzung des Cholesterinspiegels im 
Blute unter Einflu8 von Thyreoidin. Bei Basedow wird auch eine Abnahme 
des Cholesterins des Blutes beobachtet (Epstein und Landé). Im AnschluB 
an diese Angaben hat eine Reihe von Autoren nach Thyreoidektomie eine 
Steigerung des Cholesterins im Blute und in Geweben festgestellt (Nekliu- 
dow*®, Agandschanjanz*, Rohrschneider’ u. a.). 


~ 
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_ Hypercholesteriniimie wird auch bei Myxédem festgestellt (Luden’). 
Ubrigens ist zu bemerken, daB einige Autoren zu Ergebnissen gekommen 
sind, die den erwahnten widersprechen. So beeinfluBt nach Raab? die 
parenterale Zufuhr von Thyreoidin keineswegs den Fettspiegel des Blutes; 
nach Clevers*® und auch nach Jedlicka soll der Cholesterinspiegel des Blutes 
bei Hyperthyreose ansteigen. 

Die angefiihrten Literaturangaben bildeten den Ausgangspunkt 
unserer Untersuchung, deren Aufgabe es war, den EinfluB nachzuweisen, 
den Thyroxin unter den Verhialtnissen einer alimentaéren Fettbelastung 
auf den Fett- und Lipoidstoffwechsel ausiibt, wodurch die Méglichkeit 
geschaffen wird, die Rolle des Thyroxins im Fett-Lipoidstoffwechsel 
deutlicher zu beleuchten. AuBerdem bemiihten wir uns bei dieser Unter- 
sucbung, einige Verhaltnisse klarzulegen, von denen der Effekt der 
Thyroxineinwirkung auf den Fettumsatz bestimmt wird. Der Nachweis 
dieser Verhaltnisse ist insofern interessant und beachtenswert, als die 
spezifische Wirkung des Hormons der Schilddriise auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel, speziell auf das Glykogen der Leber, aber auch hinsichtlich 
des Stoffwechsels, von einer Reihe von Momenten abhangig ist, nimlich 
dem Charakter der Nahrung (Abelin*, Kornfeld und Nobel®) und dem 
Geschlecht der Tiere (Schéller und Gehrke). 


Versuchsanordnung und Methodik. 


Die Versuchstiere — Hunde — wurden per os mit Olivenél belastet; 
die Blutentnahme (aus der Ohrvene) erfolgte 3,5 und 7 Stunden nach der 
Belastung, und dabei wurde der Gehalt des Blutes an Neutralfett (nach 
Bang), an Ketonkérpern (Engfeldt-Pincussen) und Cholesterin (nach Engel- 
hardt und Smirnowa) bestimmt. Thyroxin (B.D.H. = British Drug House, 
Schering-Kahlbaum und Henning) wurde subkutan 5 Minuten nach der 
Belastung eingefiihrt; in einem Teil der Versuche wurde es in zwei 
Momenten eingefiihrt: 5 Minuten und 3 Stunden 5 Minuten nach der Be- 
lastung. Meist wurde Thyroxin in solchen Dosen einverleibt, die das Herz- 
gefiBsystem nicht beeinflussen (Pulsbeschleunigung nicht iiber zehn Schlage 
in | Minute). Die tagliche Nahrung der Tiere bestand aus 600 g Hirsebrei, 
150 bis 200 g Fleisch, 30 g Fett und Wasser ad libitum. Die Versuche mit 
Belastung wurden 15 bis 18 Stunden (sieben Versuche) und 40 Stunden 
(die iibrigen Versuche) nach der letzten Nahrungszufuhr vorgenommen. 
Im ganzen wurden 30 Versuche an sechs Hunden ausgefiihrt. 


Versuchsergebnisse. 
Die in Tabelle I angefiihrten Angaben zeigen, daB die subkutane 
Einfiihrung von Thyroxin bei mdnnlichen Tieren die alimentare Hyper- 
lipimie, die bei Belastung mit Fett entsteht, stark reduziert (Versuche 3, 


1 Zitiert nach Knauer, Ergebnisse der Lipoidstoffwechselforschung. 
Berlin, Karger, 1928. 

2 Zeitschr. f. exper. Med. 49, 53. 

3 Clr. 89, 965. 

‘Le. 

5 Klin. Wochenschr. Nr. 50, 1928. 
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9, 24), wobei dieselbe bisweilen (Versuch 3) in eine Hypolipamie um- 
schlagt. Am starksten erweist sich in dieser Hinsicht die Wirkung 
von englischem Thyroxin der Firma British Drug House und auch von 
Thyroxin der Firma Henning, die Wirkung des Thyroxins von Schering- 
Kahlbaum ist dagegen viel schwacher. Die Abnahme von Neutralfett 
im Blute wird nicht allein bei Fettbelastung beobachtet, sondern 
auch bei Belastung mit Glucose (Versuche 5, 17). Gleichzeitig mit der 
Herabsetzung des Niveaus des Neutralfettes ruft die Einfiihrung von 
Thyroxin eine Reduktion der alimentéren Ketonaimie! hervor, indem 
letztere in der Mehrzahl der Fille in eine Hypoketonimie umgewandelt 
wird; bei Belastung mit Glucose ruft jedoch Thyroxin keine Hypo- 
ketonimie hervor. 

Wahrend bei mannlichen Tieren die Einfiihrung von Thyroxin 
in kleinen Dosen einen starken Effekt auf die alimentaire Lipaimie 
ausibt im Sinne einer Reduktion derselben, bleibt die Thyroxin- 
wirkung bei weiblichen Tieren fast ohne EinfluB auf die alimentare 
Lipimie, wenn gleiche Dosen davon eingefiihrt werden (Versuch 7). 
Zur Erreichung der spezifischen Wirkung des Thyroxins auf die Lipimie 
sind bei weiblichen Tieren héhere Dosen notwendig als bei mannlichen 
(s. Versuch 20). Als Seitenstiick zu unseren Ergebnissen beziiglich 
der héheren Resistenz der Weibchen gegen Thyroxinwirkung auf 
Lipamie ist es interessant zu bemerken, daB nach Schéller und Gehrke*® 
Mauseweibchen in bezug auf die Thyroxinwirkung auf den Gasstoff- 
wechse! eine schwichere und weniger konstante Reaktion liefern als 
die Mannchen. Was die alimentaire Ketonimie anbelangt, so wird 
diese sowohl bei Weibchen als auch bei Mannchen durch das Thyroxin 
reduziert. 

Das Studium des Einflusses des Thyroxins auf Blutcholesterin 
bei Fettbelastung, die Untersuchung der sogenannten endogenen 
lipogenetischen Cholesterinaimie (Leites)*, lieB weder bej Mannchen, 
noch bei Weibchen bestimmte, charakteristische Resultate erkennen. 
Bei Einfiihrung von Thyroxin findet eine hypo- und eine hyperchole- 
sterinaimische Phase statt, wobei die Reihenfolge dieser beiden Phasen 
variiert. Es muB nur darauf hingewiesen werden, daf die Einverleibung 
von Thyroxin bei Belastung mit Glucose eine Hypercholesterinimie 
hervorruft (Versuche 15, 17). 


1 Alimentare Ketonimie bei Fettbelastung wird normalerweise nur 
bei jungen Tieren und nach 40stiindigem Hungern konstatiert. Bei er- 
wachsenen Tieren fiihrt die Fettbelastung gewéhnlich nicht zu einem 
Anstieg der Ketonkérper im peripherischen Blute; teilweise wird vielmehr 
sogar eine gewisse Abnahme derselben konstatiert. 

2 Klin. Wochenschr. Nr. 41, 1927. 

3 Diese Zeitschr. 184, 257, 1927. 
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Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe fiihren zu dem Schlub, 
daB Thyroxin ein starkes Hormon des Fettumsatzes ist, das die Lipamie 
und die Ketonimie reduziert. Die Abnahme von Neutralfett und Keton- 
kérpern im Blute unter EinfluB von Thyroxin wird, wie es scheint, 
durch gesteigerte Spaltung und Verbrennung von Fett und Keton- 
kérpern bedingt, nicht aber durch Fetteinwanderung in die Leber 
und die Gewebe, da durch die Untersuchungen von Abelin und Kiir- 
steiner’ eine Abnahme des Fettgehaltes der Gewebe unter EinfluB 
von Thyreoidinverfiitterung festgestellt worden ist; auch Oshima? 
hat gezeigt, daB, im Gegensatz zu den mittels Pituitrininjektion er- 
zielten Ergebnissen, Thyroxininjektionen den Fettgehalt der Leber 
fast gar nicht steigern. 

Der Umstand, dai die Wirkung von Thyroxin auf die Lipimie 
bei mannlichen Tieren besonders stark ist, bei weiblichen aber be- 
deutend schwacher ausgeprigt erscheint, lie} uns vermuten, dab die 
spezifische Wirkung des Thyroxins auf den Fettumsatz durch die 
mannlichen Geschlechtsdriisen aktiviert wird, waihrend die weiblichen 
Driisen einen hemmenden Einflu8 darauf ausiiben. Hinsichtlich dieser 
Vermutung fanden wir auch einige Bestatigung in den Literaturangaben. 
So steigert nach Dresel? Thyroxin den Zellstoffwechsel der Testis 
in vitro; nach Schéller und Gehrke itibt Thyroxin bei der Anwendung 
an Mausemannchen nur etwa die Hialfte seines Effektes hinsichtlich 
seiner Beeinflussung des Gasstoffwechsels aus, den es an normalen 
Tieren gezeitigt hatte; bei kastrierten Weibchen ist dies nicht der Fall. 
Wie schon erwahnt, ist die Einwirkung von Thyroxin auf den Gas- 
stoffwechsel bei normalen Weibchen schwacher ausgeprigt als bei 
Mannchen. 

Um uns von der Richtigkeit unserer Annahme zu iiberzeugen, 
fiihrten wir eine Versuchsreihe aus, in der die Wirkung des Thyroxins 
auf die alimentare Lipimie und Ketonimie an Mannchen und Weibchen 
vor der Kastration und 1 bis 2 Monate nach derselben untersucht 
wurde. Die Versuchsanordnung und die Methodik blieben dieselben 
wie in der vorhergehenden Versuchsreihe. Es mu betont werden, 
daB vor und nach der Kastration fiir ein jedes Tier die normale Kurve 
der Lipimie und Ketonaimie (ohne Thyroxin) festgestellt wurde, wonach 
die Anderungen der Kurven der Lipimie und Ketonamie unter dem Ein- 
flu8 von Thyroxin (ebenfalls vor und nach der Kastration) mit diesen 
normalen Kurven verglichen wurden. Die Versuchsergebnisse sind in 
den Abb. 1 bis 4 dargestellt; in den iibrigen, nicht angefiihrten Ver- 
suchen waren die Resultate analog. 


1 Diese Zeitschr. 198, 19, 1928. 
* Zeitschr. f. exper. Med. 64, 1929. 
3 Klin. Wochenschr. Nr. 11, 1928. 
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Wie aus den Abb. 1 und 2 hervorgeht, setzt die Einfiihrung von 
Thyroxin nach der Kastration bei Mannchen die alimentare Lipaimie 
und Ketonaimie nicht herab, waihrend vor der Kastration Thyroxin 
bei Mannchen stets eine Reduktion der alimentaéren Lipimie und 


Ketonimie bewirkte (Tabelle I). 

















* Prati § 7Stnach 
Gelastung 
Abb. 1. 

Hund Nr. 4, mannlich. Neutralfettblutspiegel 
bei Belastang per os mit 100,0 Ol. olivarum 
nach Kastration. 

—— ohne Thyroxin. 
~— + 1 mg Thyroxin (Schering-Kahlbaum) 
subkutan. 
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Belastung 
Abb. 3. 
Hund Nr. 2, weiblich. Neutralfettblutspiegel 
bei Belastung per os mit 90,0 Ol. olivarum. 
+0, mg Thyroxin (B.D.H.) vor 
Kastration. 
~-—- +05mg Thyroxin (B.D. H.) nach 
Kastration. 
-—- ohne Thyroxin nach Kastration. 

















10.— 
Fraf3 5 7Stnach 
Selastung 


Abb. 2. 

Hund Nr. 4, mdnnlich. Ketonkérper im Blute 
hei Belastung per os mit 100,0 Ol. olivarum 
nach Kastration. 

—— ohne Thyroxin. 
1 mg Thyroxin (Schering-Kahlbaum) 
subkutan / 
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Abb. 4. 
Hund Nr. 2, weiblich. Ketonkirper im Blute 
bei Belastung per os mit 90,0 Ol. olivarum. 
+ 0,5 mg Thyroxin (B.D. H.) subkutan 
vor Kaatration. 
~ + 0,5 mg Thyroxin (B.D. H.) subkutan 
nach Kastration 





Mithin wird von der Kastration der spezifische Effekt des Thyroxins 
hinsichtlich des Fettstoffwechsels blockiert. 


Umgekehrter Art sind 
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die Verhaltnisse, die bei Weibchen nach der Kastration nachweisbar 
sind. Wahrend die Einfiihrung bestimmter Dosen von Thyroxin vor 
der Kastration bei Weibchen einen geringen Effekt zeitigt (im Sinne 
einer Beeinflussung der alimentaren Hyperlipimie), wird durch die 
nimlichen, aber nach der Kastration angewandten Thyroxindosen, 
wie aus Abb. 3 ersichtlich, das Niveau der alimentairen Lipamie be- 
deutend herabgesetzt. Beziiglich der Ketonkérper des Blutes fiihrt 
Thyroxin nach der Kastration bei Weibchen eine starkere Abnahme 
dieser Substanz herbei als vor der Kastration (s. Abb. 4). Im all- 
gemeinen nahert sich die Thyroxinwirkung bei kastrierten Weibchen dem 
Effekt desselben bei normalen Mannchen. 

Es mu hervorgehoben werden, daB nach der Kastration sowohl 
bei Mannchen als bei Weibchen das Niveau der Blutketonkérper héher 
ist als vor der Kastration, was ich bereits in einer meiner Arbeiten 
bemerkt habe. 

Somit gestatten die Versuche iiber die Thyroxinwirkung nach der 
Kastration, die Vermutung zu auBern, daB die spezifische Wirkung 
von Thyroxin auf den Fettumsatz durch die mdnnlichen Geschlechts- 
driisen aktiviert, durch die weiblichen aber gehemmt wird. Diese ver- 
schiedenen Wechselbeziehungen zwischen Thyroxin, mannlichen und 
weiblichen Geschlechtsdriisen, bilden vielleicht einen der Faktoren, 
durch die die Unterschiede im Fettstoffwechsel bei Mannchen und 
Weibchen bestimmt werden. 

Das Studium der sogenannten spezifischen Wirkung der Hormone 
zeigt, daB dieselbe weitgehend durch den Charakter und die Art der 
Ernibrung bestimmt wird. So ist beispielsweise die Abhangigkeit 
der Intensitaét der Wirkung von Adrenalin und Insulin von dem je- 
weiligen Anionen- und Kationenbestand der Nahrung gut bekannt 
(Abderhalden und Wertheimer?, A. Palladin und Utewsky*). In Hinsicht 
auf das Thyroxin bieten die Untersuchungen von Abelin* und seinen 
Mitarbeitern ein besonderes Interesse. Sie haben nimlich nachgewiesen, 
da8 unter gleichzeitiger Verfiitterung von Fett Thyroxin bei Ratten 
nicht seine spezifische Wirkung auf den Glykogenabbau entfaltet; 
dabei wird auch die Wirkung des Thyroxins auf den Gasstoffwechsel 
abgeschwacht; viel geringfiigiger sind auch die thyreotoxischen Symp- 
tome seitens der Atmung, der Herztitigkeit, des Nervensystems. 
Der Glykogenabbau unter Einflu8 von Thyroxin wird auch bei der 
Fiitterung mit Casein und der Einverleibung von Ca-Salzen hintan- 
gehalten. 


1 Zeitschr. f. exper. Med. 62, 717, 1928. 
2 Pfliigers Arch. 206, 1924. 

8’ Diese Zeitschr. 199, 377, 1928. 

4 Klin. Wochenschr. Nr. 22, 1929. 
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Auf Grund der oben angefiihrten Literaturangaben, hauptsachlich 
aber der Tatsache, dab Fettfiitterung die Wirkung von Thyroxin 
auf den Kohlenhydratstoffwechsel hemmt, schien es uns nicht ohne 
Interesse und Bedeutung, den EinfluB zu verfolgen, den die Einfiihrung 
von Kohlenhydraten auf die von uns festgestellte spezifische Wirkung 
des Thyroxins auf die alimentire Lipimie und Ketonimie ausiibt. 
Darauf zielte unsere Versuchsreihe ab, mit Unterbrechung der Thyroxin- 
wirkung bei gleichzeitiger Belastung mit Kohlenhydraten (30. bis 
50,0 g Glucose per os) und mit Fett (Olivenél). Die Versuchsanordnung 
und Methodik waren die nimlichen wie in den friiheren Versuchen. 
Es muB bemerkt werden, daB an denselben Hunden, an denen die Ein- 
wirkung von Thyroxin bei gieichzeitiger Belastung mit Glucose und 
Fett gepriift wurde, stets auch die Thyroxinwirkung auf die alimentare 
Lipimie und Ketonimie festgestellt wurde bei der Belastung mit 
Glucose allein bzw. mit Fett; auch wurde die normale Lipimie und 
Ketonimie (ohne Thyroxin) bei Belastung mit Fett, Glucose und Fett 
+ Glucose an ihnen gepriift. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle II 
angefiihrt. 


Wie aus den Daten der Tabelle II ersichtlich ist, fiihrt die gleich- 
zeitige Belastung mit Glucose und Fett zu einer schwacheren AuBerung 
der alimentaren Lipimie (Versuche 1, 2, 8, 11), als bei der Belastung 
mit Fett allein; diese Tatsache wurde schon von Bang! bemerkt. Eine 
antiketogene Wirkung der Glucose in bezug auf alimentaire Ketonimie 
bei Fettbelastung war in unseren Versuchen nicht nachweisbar. In- 
soweit die Belastung mit Glucose normalerweise die alimentare Lipamie 
herabsetzt, sollte man meinen, die reduzierende Wirkung von Thyroxin 
auf die Lipimie miiBte noch gesteigert werden, wenn gleichzeitig 
eine Belastung mit Glucose stattfindet. Die in der Tabelle II an- 
gefiihrten Versuche (3, 4, 9, 14) haben jedoch erwiesen, dab die Be- 
lastung mit Glucose den Effekt des Thyroxins auf die . alimentare 
Lipamie bei Fettbelastung nicht steigert, sondern ihn vielmehr hemmt: 
der Anstieg von Neutralfett bei Belastung mit Glucose + Fett 

Thyroxin ist bedeutend stairker als bei der Belastung mit Fett 
+ Thyroxin. Ebenso hemmt auch die gleichzeitig ausgefiihrte Be- 
lastung mit Glucose die spezifische deprimierende Wirkung des 
Thyroxins auf die alimentére Ketonimie und seinen Effekt auf die 
Cholesterinimie. Somit schwacht die Einfiihrung von Glucose die 
spezifische Wirkung von Thyroxin auf den Fettumsatz ab. Eine Ab- 
schwachung der Thyroxinwirkung bei gesteigerter Kohlenhydrat- 
zufuhr wurde auch von Abderhalden und Wertheimer? bemerkt. 


1 Diese Zeitschr. 91, 1918. 
2 Pfliigers Arch. 213, 1926. 
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Welches ist aber der Mechanismus der hemmenden Wirkung, 
welche von der Glucose auf das Thyroxin ausgeiibt wird hinsichtlich 
des Einflusses dieses letzteren auf die alimentére Lipimie? Unsere 
Versuche gestatten es nicht, ein bestimmtes Urteil dariiber zu fallen; 
wir wollen uns darauf beschranken, die Tatsache festzustellen, wobei 
wir die Frage nach dem Mechanismus offen lassen. Jedenfalls ist es 
nicht méglich, die bedeutendere Zunahme von Fett im Blute bei der 
Belastung mit Fett + Glucose, im Vergleich zu der Belastung mit 
Fett allein, mit einem Ubergang der Glucose in Fett unter EinfluB 
des Thyroxins zu erkliren; dann miBte ja die Kinfiihrung von Thyroxin 
bei ausschlieBlicher Belastung mit Glucose eine Zunahme des Fettes 
im Blute bewirken, was ja tatsichlich nicht zutrifft, weil dabei [wie 
die Versuche 15, 17 (Tabelle 1) zeigen] keine Zunahme, sondern im 
Gegenteil eine Abnahme des Fettes im Blute erfolgt. 


Die erwahnten Daten fiihren uns zu folgenden Schliissen: 


SchluBfolgerungen. 


1. Die subkutane Einfiihrung von Thyroxin setzt bei Hunden 
die alimentaire Lipimie und Ketonaimie bei Belastung mit Olivendl 
stark herab. 

2. Der die alimentare Lipamie reduzierende Effekt des Thyroxins 
auBert sich bei mannlichen Tieren in starkerem Grade als bei weiblichen 
Tieren. 

3. Die Kastration schwacht bei mannlichen Tieren die spezifische 
Einwirkung des Thyroxins auf die alimentare Lipimie und Ketonimie 
ab; bei weiblichen Tieren steigert die Kastration im Gegenteil den 
spezifischen Effekt des Thyroxins. 

4. Der Einflu8 von Thyroxin auBert sich nicht in eindeutiger 
Weise in bezug auf die endogene alimentaire Cholesterinimie; es ist 
sowohl die Phase der Hypocholesterinamie als auch der Hyper- 
cholesterinimie nachweisbar. 
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Uber den Stickstoffumsatz bei Bac. mycoides. 


III. Mitteilung: 


Beeinflussung des Stickstoffumsatzes bei Bae. mycoides durch Glucose in 
verschiedener Konzentration. 


Von 


Helene Glinka-Tschernorutzky. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des medizinischen Instituts in 
Leningrad. ) 


(Eingegangen am 16. Mdrz 1930.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Es ist eine langst bekannte Tatsache, daB Anwesenheit von Glucose 
im Nahrboden fiir die Mehrzahl der Bakterien Hemmung der Ammoniak- 
bildung bedingt und damit gleichsam eiweiBsparend wirkt. Nun haben 
wir seinerzeit zeigen kénnen (1), daB Glucosezusatz zum Nahrboden 
die Aktivitat der intrazellularen proteolytischen Fermente nicht herab- 
setzt und ihrer Ausbildung nicht hinderlich ist. Es schien uns daher 
von Interesse zu sein, von Beobachtungen an Bac. mycoides ausgehend, 
folgenden Fragen nachzugehen: 1. Welcher Glucosegehalt bewirkt 
EiweiBersparnis? 2. AuBert sich diese Wirkung der Glucose blo8 in 
gehemmter Ammoniakbildung, d.h. in gestérter Desaminierung, oder 
bedingt sie auch eine Stérung in der Ausbildung anderer intermediirer 
Produkte des EiweiBumsatzes, z. B. der Polypeptide und Amino- 
siuren? 3. Welche Rolle spielt dabei die verinderte Reaktion des 
Nahrbodens ? 

Die umfangreiche Literatur iiber die Beeinflussung des EiweiBumsatzes 
bei Bakterien durch Kohlenhydrate ist reich an einander widersprechenden 
Angaben. Das beruht offenbar einerseits auf dem verschiedenen Verhalten 
der Mikroorganismen gegen die gleichen aiuBeren Faktoren und andererseits 
auf methodologischen Unzulainglichkeiten und  auseinandergehender 
Deutung der Ergebnisse. So wird nicht selten die Kohlenhydratgarung 
allein nach der sauren Reaktion beurteilt, ohne daB die zerlegte Zucker- 
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menge in Rechnung gezogen wurde. Das ist deswegen unzulassig, weil manche 
stark proteolytisch wirkende Bakterien, wie ps. aeruginosa (b. pyocyaneus) 
oder bac. subtilis, nach Sears und Gourley (16) und Bermann und Rettger (2) 
in Gegenwart geniigender EiweiBmengen nicht bloB Glucose vergiren, 
sondern daneben auch Ammoniak in erheblicher Menge bilden, und auf 
diese Weise die Reaktion neutral bleiben oder auch schwach alkalisch 
werden kann. 

Dem Urteil iiber die EiweiBzerlegung wird von manchen Autoren die 
Veranderung des Ausgangssubstrats zugrunde gelegt: Gelatineverfliissigung, 
Veranderung der Aussalzbarkeit, Verschwinden der Biuretreaktion. Dagegen 
begriinden andere ihr Urteil auf der Bildung der Umsatzprodukte: Indol, 
Polypeptide, Aminosiéiuren, Ammoniak. Unter solchen Verhaltnissen 
werden ganz verschiedene Momente des EiweiBumsatzes_ beriicksichtigt 
und die Ergebnisse diirften kaum miteinander vergleichbar sein [Waks- 
man (20), de Bord (3), Schierge (18)]. So z. B. wird Indol lange nicht von 
allen proteolytisch wirkenden Bakterien gebildet. Gelatineverfliissigung 
geht nicht immer mit fortschreitender EiweiBzerlegung einher [Berman und 
Rettger (2)]| und Hemmung der Gelatineverfliissigung braucht gar nicht 
mit Beeinflussung der Indolbildung durch die Bakterien verkniipft zu 
sein, wie Arnbeck (1) an bact. vulgare Weil-Felix gezeigt hat. Was die 
Biuretreaktion anlangt, so gelingt es haufig nicht, selbst in recht alten 
Kulturen sie zum Verschwinden zu bringen [Glinka-Tschernorutzky (9)). 
Aussichtsvoller ist die Bestimmung der Polypeptide und Aminoséuren, 
sofern sie das Ergebnis direkter Einwirkung proteolytischer Fermente 
sind. Jedoch darf nicht auBer acht bleiben, daB sie bloB ein Zwischenglied 
im Stickstoffumsatz bilden und daher in den verschiedenen Stadien des 
Umsatzes erheblichen quantitativen Schwankungen ausgesetzt sind 
[Sears (15)]. Aus der Ammoniakbestimmung diirfte gleichfalls kaum aut 
direkte proteolytische Bakterienwirkung geschlossen werden, — sofern 
Ammoniak ein sekundires Gebilde ist und erst nach der Desaminierung 
auftritt; der DesaminierungsprozeB scheint aber eng an die intrazellulire 
Ausnutzung der Umsatzprodukte durch die lebenden Mikroorganismen 
gebunden zu sein: bis heute ist es nicht gelungen, diesen Proze®B in vitro 
vermittelst isolierter Enzyme zu reproduzieren [Oppenheimer (14), Kendall 
und Walker (13)]. In Einzelfaillen mag Veranderung der Ammoniakmenge 
bei Bakterienkulturen in glucosehaltigen Nahrbé6den darauf zuriickzufiihren 
sein, da} manche Mikroorganismen in Gegenwart von Glucose Ammonium- 
salze als Stickstoffquelle zu verwenden vermégen, waihrend Ammoniak in 
Abwesenheit eines Kohlenhydrats nicht weiter ausgenutzt wird [Waks- 
man (22), Doryland (6)]. Es kénnte sein, da Glucose im Nihrboden die 
Assimilierung auch anderer Produkte des Stickstoffumsatzes férdert und 
damit die Gesamtmenge des Ammoniaks beeinfluBt [N. Jwanow (11)]. 


Aus vorstehendem geht hervor, daB wir uns nur vermittelst ver- 
schiedener Verfahren und unter Vergleich der Ergebnisse eine gewisse 
Vorstellung iiber den intermediaren EiweiBumsatz bei Mikroorganismen 
bilden kénnen. Wenn man die verschiedenen Anschauungen iiber die 
Rolle der Glucose im EiweiBumsatz bei Mikroorganismen summiert, er- 
geben sich folgende zwei Grundrichtungen: Die einen suchen die Ursache 
der eiweiBsparenden Wirkung der Glucose in Veranderungen des py 
des Naihrbodens unter dem Einflu8 von Saurebildung aus Zucker 
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[Jones (10), Berman und Rettger (2), Slanetz (19)], die anderen [ Waks- 
man und Lomanitz (21), Kendall und Farmer (12) u.a.} nehmen an, 
daB Glucose, als gute Energiequelle fiir Mikroorganismen, eine Zer- 
setzung gréBerer Eiweifimengen iiberfliissig macht. Waksmans Hin- 
weise auf Versuche mit Mikrobenkulturen in Nahrbé6den mit irgend- 
einer Aminoséure allein sprechen in der Tat dafiir, dafB Ammoniak 
nicht in Abhangigkeit von der absoluten Stickstoffmenge im Aus- 
gangsnihrmaterial gebildet wird, da vielmehr das Verhaltnis von 
C: N dafiir maBgebend ist, und zwar je kleiner dieses Verhaltnis, desto 
gréBer die auf die Einheit des zerlegten Materials fallende Ammoniak- 
menge ist. Etwas abseits steht Blagowestschensky (4) mit seiner 
Meinung, daB die Eiweibersparnis durch Glucose nicht auf spezifischer 
Beeinflussung durch das Kohlenhydrat beruht, sondern durch die- 
jenigen Verdnderungen im Medium bedingt ist, welche nicht 
nur durch Glucose, sondern auch durch andere Substanzen in 
hohen Konzentrationen, wie z. B. Glycerin oder Neutralsalze, be- 
wirkt werden. 

Unsere Beobachtungen haben wir an Bac. mycoides gemacht. 
Die Kulturen waren uns freundlicherweise von Herrn Prof. Nadson 
iiberlassen worden. Als Nahrboden diente Pepton-Wifte in folgender 


Lésung: 
Pepton-Witte .... . 10,0 i) 0,02 
Meee t mee. se OS Res bw Sw 0.1 
Es a se ee we Aqua dest.. . . . . 1000.0 
_O). . , S ors % 


In einzelnen Versuchen wurde Calciumearbonat, 1,5 bis 2,0 g, 
zugesetzt!, um die gebildeten Sauren zu neutralisieren. Nach einer ge- 
wissen Zeit wurden die Kulturen durch aschefreie Filter abfiltriert 
und mit destilliertem Wasser gewaschen; das Filtrat wurde auf das 
Ausgangsvolumen gebracht. Gesamtstickstoff und Bakterienleiber- 
stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt. Ammoniak nach Folin (7) 
unter Luftzufuhr im Laufe von 3!, Stunden bei 25°C. Polypeptide 
und Aminosiuren wurden nach Willstdtter bestimmt, vermittelst 
Titration in alkoholischer Lésung mit 50 und 90°, Alkohol. Zucker 
wurde nach Bertrand bestimmt. Fir die Bestimmung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration benutzten wir das kolorimetrische Verfahren nach 
Michaelis. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten aus min- 
destens 2 bis 4 Versuchen. Um Vergleichswerte zu haben, wurden 

1 Phosphatmischungen nach Sdérensen versagten als Puffer, indem kleine 
Mengen, bis zu 1°,, zu schwach wirkten und gréBere Mengen, 2 bis 3°,,, 
das Wachstum von Bac. mycoides hemmten. 


&* 
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die Ergebnisse umgerechnet im Verhaltnis zu einer Kultureinheit, 
und zwar verstehen wir darunter diejenige Menge der Bakterien- 
leiber, die 1 mg Stickstoff entspricht?. 


Versuchsergebnisse. 


Zusatz von | bis 5°, Glucose zum Nahrboden geht stets mit 
verstarktem Wachstum der Mycoideskulturen einher (s. Tabellen 
und Kurven 1, 2 und 3). Besonders tippig ist das Wachstum in Nahr- 
béden mit Calciumcarbonat bei einem Zuckergehalt von 0,5 bis 1°. 
Die Wasserstoffionenkonzentration hielt sich dabei in den Grenzen 
pu = 7,0 bis 7,5, d.h. annahernd im Optimum fiir das Wachstum 
von Bac. mycoides. 


In pufferlosen Nahrbéden wachst die Wasserstoffionenkonzen- 
tration rasch an mit Zunahme des Glucosegehaltes im Niahrboden. 
Bei einem Glucosegehalt von 0,5 bis 1°., in siebentagigen Mycoides- 
kulturen war das py zumeist = 5,6 bis 5,4 (s. Tabellen IV, V und VI). 
Die Aziditét beeinfluBt stark das Wachstum von Bac. mycoides. So 
betrug z. B. bei 0,59°,, Glucosegehalt im Nahrboden und py = 7,6 
(mit CaCO, als Puffer) der Bakterienleiberstickstoff 6,7 mg, dagegen 
bei py = 5,6 (ohne Puffer) bloB 2,2 mg. Die Empfindlichkeit der Bak- 
terien gegen Verainderungen des py im Nahrboden ist allgemein bekannt 
und vielfach festgestellt [Dernby (5), Sjerakowsky und Milejkowska (17) 
urd andere]. 


Glucosezusatz zum Niahrboden bedingt somit die Einfiihrung 
von zwei neuen Faktoren, und jeder derselben beeinfluBt in besonderer 
Weise die Entwicklung der Mikroorganismen, und zwar wirkt Glucose 
erstens als Nahrmittel sowie als leicht zugiangliche Energiequelle, und 
zweitens als ein die Reaktion des Nahrbodens beeinflussendes Agens. 
Auf den Stickstoffumsatz bei Bac. mycoides wirken die beiden Faktoren 
in folgender Weise ein. Geringe Glucosemengen von 0,01 bis 0,05°,, 
fiihren zu geringem Ansteigen von Ammoniak, sowohl in Nahrbéden 
mit Caleiumecarbonat als auch in pufferlosen Nahrbéden. Offenbar 
vermégen kleine Mengen des Kohlenhydrates das py des Nihrbodens 
nicht zu verdndern, da sie aber als gute Energiequelle eine bessere 
Entwicklung der Mikroorganismen bedingen, wird auch EiweiB in 
gréBerer Menge zerlegt. 


1 Die Umrechnung auf | mg Bakterienleiberstickstoff ist jedoch nicht 
sehr anschaulich, weil die Stickstoffmenge nicht in direktem Verhaltnis 
zum zunehmenden Gewicht der Kultur anwachst, sondern stets hinter dem 
Wachstum zuriickbleibt. Je starker das Wachstum, desto relativ geringer 
die Ammoniakbildung pro Kultureinheit. 
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Zusatz von iiber 0,1 °,, Glucose zum Nahrsubstrat ist stets von einer 
Abnahme der Ammoniakbildung gefolgt. Die Abnahme ist besonders 
erheblich in pufferlosen Nahrbéden, aber auch in Substraten mit 
Calciumcarbonat, wenn das py der neutralen Zone nahe kommt, fehlt 
sie nicht; sie steht also nicht in direkter Abhangigkeit von der Wasser- 
stoffionenkonzentration. Mit der Abnahme der Ammoniakbildung in 
glucosehaltigen Puffersubstraten geht ein Ansteigen der Aminoséuren 
einher, indem diese, einer weiteren Desaminierung entgehend, im 
Medium aufgespeichert werden. In_ pufferlosen Nahrbéden fillt 
mit Zunahme des Glucosegehaltes die Menge der Polypeptide und 
Aminosaéuren rasch ab, indem die ansteigende Wasserstoffionen- 
konzentration auf den normalen Ablauf der EiweiBzerlegung hemmend 
einwirkt. 

Man sieht somit, daB ein jeder der erwihnten Faktoren in besonderer 
Weise den Stickstoffumsatz bei 6. mycoides beeinfluBt. Die bei der 
Aufspaltung der Glucose gebildeten Sauren erhéhen die Wasserstoff- 
ionenkonzentration im Nahrboden und bedingen damit eine hemmende 
Wirkung auf die EiweiBzerlegung: die Bildung der Polypeptide und 
Aminosaéuren wird abgeschwiacht; ein geeigneter Puffer, welcher die 
Reaktion des Substrates in den fiir die Auswirkung der Bakterien- 
proteasen giinstigen Grenzen halt, kann die schidigende Wirkung der 
Glucose abschwachen. Andererseits ersetzt Glucose als leicht zugiang- 
liche Energiequelle eine weitgehende Aufspaltung gréBerer Eiweib- 
mengen. Daher bedingt reichlicher Glucosegehalt eine Hemmung 
der Desaminierung und Ammoniakbildung mit nachfolgender Auf- 
speicherung von Aminosduren in Nahrbéden. Die Ammoniakbildung 
steht offenbar nicht in direktem Zusammenhang mit dem Sauerungs- 
grade des Substrates. 


Zusammenfassung. 


Bei Glucosezusatz zum Nahrboden miissen stets zwei Momente 
in Rechnung gezogen werden: LEinerseits die Bedeutung der 
Glucose als Energiequelle fiir Mikroben und andererseits die Beein- 
flussung des EiweiBumsatzes durch Saurebildung bei der Glucose- 
zerlegung. 


Die Bildung von Polypeptiden und Aminosauren in Mycoides- 
kulturen fallt erheblich ab, wenn dem Nahrboden Glucose iiber 0,1°, 
zugesetzt war. Die Abnahme der proteolytischen Energie ist wahrschein- 
lich auf Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration zuriickzufiihren 
und kann durch einen geeigneten Puffer verhindert werden. Die Ammo- 
niakbildung steht nicht in direkter Abhangigkeit vom py des Nahr- 
bodens. Bei geniigendem Glucosegehalt im Nahrboden kann die Ammo- 
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niakbildung in Mycoideskulturen bis auf Null absinken. Im Einklang 
mit anderen Autoren sehen wir die Ursache dieser Erscheinung darin, 
daB Glucose als leicht zugingliche Energiequelle eine weitgehende 
Aufspaltung groBer EiweiBmengen iiberfliissig macht. 


Tabelle I. 
Stickstoffgehalt in Milligramm. 


In 50cem N&éhrboden: Mineralische Lésung, Pepton- Witte 1%. 
Gesamtstickstoff = 0,122 °,, CaCO, = 2,0g. 





Glucose | 





in % | 0 0,095 0,590 1,050 
x nach 7 Tagen 
Ee en eee ee 7,3 8,4 8,0 7,6 7,5 
Bakterienleiber. . a —- 3A 5,6 6,7 6,4 
Ammontmek ... 5.25. 2.5 23,5 26,3 14,0 13,2 
Zunahme an Ammoniak, be- 
rechnet auf 1mg_ Bak- 
terienleiberstickstoff . . = 6,2 4,2 1,7 By 
Polypeptide 5,6 20,6 18,8 14,0 16,8 
Zunahme an Polypeptiden, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleibersticksioff . . — 44 2,3 1,2 1,7 
Aminosduren. ...... 9,8 15,4 23,2 30,8 19,6 
Zunahme an Aminosaduren, 
berechnet auf 1 mg Bak- 


terienleiberstickstoff . . —_ 1,6 2.4 3,1 1,5 
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Abb. 1. 
Bakterienleiberstickstoff. 





———-— Ammoniakstickstoff. 
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Tabelle II. 
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g 
L, Stickstoffgehalt in Milligramm. 
” In 50cem Nahrboden: Mineralische Lésung, Pepton- Witte i 
Gesamtstickstoff 0,122%, CaCO, 1,0 g. 
oy 0 0,10 1,00 5,00 1,80 
— nach 7 Tagen 
™ Pu De cient Fe Nil ig td my 7,3 8.3 8,2 7,0 6,3 6,2 
Bakterienleiber. . . . . — 2.4 2,7 4,2 4,2 4,1 
Asemotbisk 2. ww wt 1,7 3,9 8.4 4.9 3,1 2,4 
Zunahme an Ammoniak, be- 
rechnet auf 1mg_ Bak- 
terienleiberstickstoff . . — 0,9 2,5 0,8 0,3 0,07 
Poiypepeds . . 2. i «+ 4,2 13,7 0 0 0 0 
Zunahme an Polypeptiden, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . — 40 —16 |—1,0 |—1,0 | —1,0 
Aminosduren. ...... 9,8 11,5 33,6 30,8 50.4 50,4 
Zunahme an Aminosiuren, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . _ 0,7 8.9 5,0 9.6 9,6 
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Bakterienleiberstickstoff. 
Ammoniakstickstoff. 





- Aminosiurestickstoff. 
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120 H. Glinka-Tschernorutzky : 


Tabelle 111. 
Stickstoffgehalt in Milligramm. 
In 50ccm Nahrboden: Mineralische Lésung, 
Pepton-Witte = 1%, 


Gesamtstickstoff = 0,128 %, CaCO, 1,0 g. 





Glucose | 





in % | 0 0,08 0,98 4.98 9.26 
—_ nach 7 Tagen 
ae eet ae il Ging a 7,3 8,3 8,3 6,8 6,5 6,4 
Bakterienleiber . ...., — 2,2 3,1 5,2 5,2 4,2 
ae eee 1,7 45 9,3 3,9 3,1 2.8 
Zunahme an Ammoniak, be- 
rechnet auf 1mg Bak- 
terienleiberstickstcff . . a 1,2 2,44 0,43 0,27' 0,29 
Polypeptide . ...... 5,0 16,2 27, 14,8 0,8 0,8 
Zunahme an Polypeptiden, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . — 5,0 7,2 19 —08 —1,0 
Aminosiuren. ...... 9,8 14,0 15,4 19,6 44.8 47.6 
Zunahme an Aminosiuren, 
berechnet auf 1mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . = 1,9 1,8 1,8 6,7 9,0 


83pi 83 §=68 65 6¥ 


©& 





ar A DN & 


Stiokstoffzunarme ining 


Ss 4 OS 

















"005 G7 O5 40 50 170% 


Glucose: 
Abb. 3. 
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Tabelle IV. 
Stickstoffgehalt in Milligramm. 
In 50 cem Nahrboden: Mineralische Lésung, 
Pepton- Witte ee 
Gesamtstickstoff 0,128 %. 








Glucose } 


A 0 0,015 170 0,590 4 5.00 
in 0, { 015 0,176 O 1,00 > Of 
Kon- 3 - 7 

trolle nach 7 Tagen 


7,3 84; 82! 7.0) 56) 5&4 | 50 


PH 

Bakterienleiber _- 1,26; 1,5) 1,7) 18/16 | 16 
Ammoniak 1,7 98 | 98 | 89) 22) 21 1,5 
Zunahme an Ammoniak, be- 

rechnet auf Img _ Bak- 

terienleiberstickstoff . . _- 64 54 43 0,3. 0,26 0,08 


Polypeptide 


5,0 (159 198 142 11,2 83 7,0 


Zunahme an Polypeptiden, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . _- 87 | 98 | 54); 32 | 21 1,1 


Aminosauren . 


11,7 {17,6 | 18,7 | 18,7 | 9,7 | 9,7 | 9,7 


Zunahme an Aminosauren, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . — 4,7 1,2 1,2 1,0 1,2 —1,1 


’ / 


srpit 70 56 54 50 48 
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Tabelle V. 
Stickstoffgehalt in Milligramm. 
In 50ccm Nahrboden: Mineralische Lésung, Pepton Witte = 1°, 
Gesamtstickstoff — 0,134 °;. 





Glucose | 





in % 0 0.01 0.07 O46 0.94 4.6 
a nach 7 Tagen 
eae act sty ee 7,3 82) 82) 7,6) 56154 | 52 
Bakterienleiber Ser Aa _ 1,26 1,33 1,33 1,55 2,90 2,10 
MI io os ie oe, 1,7 |10,4 /11,2 | 98 | 23) 1,84) 20 
Zunahme an Ammoniak, be- 
rechnet auf 1mg_ Bak- 
terienleiberstickstoff . . — 6,7 | 7,1 | 6,1 | 0,5 | 0,05) 0,16 
Polypeptide ....... 5,0 ||19,0 | 22,4 | 21,8 | 11,9 129 | 98 
Zunahme an Polypeptiden, 
berechnet auf 1mg Bak- 
terienleiberstickstott . . -- 11,1 | 18,8 |126 | 65 |! 2,7 | 22 
Aminosiuren ...... 11,7 11,7 | 19,5 | 11,7 | 62) 80 | 41 
Zunahme an Aminosauren, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . _ 0 5,9 0 |—5,2'-—1,3'|-—36 
82 pl 76 56 5 
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Tabelle VI. 
Stickstoffgehalt in Milligramm. 
In 50 ccm Nahrboden: Mineralische Lésung, Pepton W itte 1%. 
Gesamtstickstoff = 0,122 %%. 





Glucose 


in %o 0 0,095 0.590 1.050 
=. nach 7 Tagen 
ts ee et... 78 7,7 7,2 5,6 5.5 
Bakterienleiber . ; _- 0,86 0,98 2,2 2.4 
BI eg ei 2.5 15,7 9,0 4.5 4.8 
Zunahme an Ammoniak, he- 
rechnet auf Img Pak- 
terienleiberstickstoff . . _— 15.3 6,7 0,9 0,9 
Poly peptide Se chee 6 5,6 19,3 13,7 12,6 11,8 
Zunahme an Polypeptiden, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . - 16,0 8.2 8.2 2.6 
Aminoséuren. . . 9.8 11,5 11,5 5,6 7,84 


Zunahme an Aminosauren, 
berechnet auf 1 mg Bak- 
terienleiberstickstoff . . 1,9 1,7 —19 0.82 


Z7pH 72 §6 55 
git 32 6 5 


Sy} 


Stichstofizunanme ining 
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4 G05 07 05 10% 
Glucose: 
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Bakterienleiberstickstoff. 
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-—-—- Amminosdurestickstoff. 
0-0-0 Polypeptidstickstoff. 
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Uber den Stickstoffumsatz bei Bae. mycoides. 


IV. Mitteilung: 
Die Beeinflussung des Stickstoffumsatzes bei Bac. mycoides durch Kohlen- 
hydrate, mebrwertige Alkohole und Glucoside. 


Von 
Helene Glinka-Tschernorutzky. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des medizinischen Instituts 
in Leningrad.) 


(Eingegangen am 16. Marz 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die nachstehend geschilderten Versuche beschaftigten sich mit der 
Frage, ob Glucose eine spezifische Beeinflussung des EiweiBumsatzes bei 
Bac. mycoides ausiibt oder auch andere Verbindungen dieselbe Wirkung 
haben kénnen, sofern sie eine gute Energiequelle fiir den Mikroorganis- 
mus bilden. Dazu wurden neben Glucose verschiedene Kohlenhydrate 
der Mono-, Di- und Polysaccharidreihe sowie einige Alkohole und 
Glucoside auf ihre Einwirkung gepriift. Fir die Versuchsanordnung 
verweisen wir auf unsere Mitteilung iiber den EinfluB der Glucose in 
verschiedenen Konzentrationen auf den Stickstoffwechsel. bei Bac. 
mycoides (1). Stets haben wir Parallelversuche in Nahrbéden mit 
Calciumcarbonat und ohne dieses ausgefiihrt. Das Calciumcarbonat 
sollte eine Pufferrolle gegen die Anhaufung von Sauren in dem Medium 
spielen. Jedoch im Laufe der Arbeit stellten sich Zweifel dariiber ein, 
ob nicht die Gegenwart des Calciumcarbonats eine fiir das Wachstum 
von Bac. mycoides stimulierende Nebenwirkung haben kénne, indem der 
Zusatz von Calciumcarbonat zum Nahrboden stets mit besserem 
Wachstum verkniipft war, als wenn es fehlte. So z. B. geben die Durch- 
schnittszahlen aus einer Versuchsreihe (Tabelle I) mit Nahrbéden ohne 
Kohlenhydrate fiir den Stickstoffgehalt der Bakterienleiber 1,63 mg bei 
Abwesenheit von CaCO,, dagegen 2,92 mg bei Anwesenheit desselben. 
Noch deutlicher tritt der Unterschied hervor, sofern glucosehaltige 
Nahrbéden beriicksichtigt werden. Hier finden wir bei Abwesenheit von 
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Tabelle I. 


Wachstumsdauer der Kultur 7 Tage. Bakterienleiberstickstoff in 
Milligramm. 
In 50cem Nahrboden: Mineralische Lésung, Pepton- Witte a%, 
Gesamtstickstoff 0,128 %. 








Ohne Kohlenhydrate Glucose 1° 
Ohne CaCO, | CaCO, =15¢ Ohne CaCO, | CaCO, =—15¢ 
1,26 2.38 2.40 6.40 
2,24 2.66 1,55 10,50 
1,02 3,36 1,58 5,18 
1,70 3,92 2,10 4.48 
1,80 3,90 1,90 4.20 
> : . 
oa os Mittelwerte: 1,90 615 
Mittelwerte: 1,63 2,92 


CaCO, fiir Stickstoff der Bakterienleiber 1,9 mg und bei Anwesenheit 
desselben 6,13 mg. Eine Erklarung fiir diese Erscheinungen ist in zwei 
Richtungen zu suchen. Entweder wirken die Ca-lonen stimulierend auf 
Bac. mycoides oder das Calciumcarbonat schafft giinstigere Wachstums- 
bedingungen fiir den Mikroorganismus, indem es die gebildeten Sauren 
abstumpft. Die Ergebnisse unserer Nachpriifungen sowie Literatur- 
angaben geben der zweiten Annahme das Ubergewicht. Bei einem 
CaCl,-Gehalt des Nahrbodens von 0,01°,, wird durch Zusatz von 
1,5 g schwerléslichen Calciumcarbonats die Anzahl freier Ionen nicht 
nennenswert erhéht und diirfte kaum auf das Wachstum einwirken. 
Da jedoch in Mycoideskulturen Calciumcarbonat mit den dort ent- 
stehenden organischen Sauren lésliche Salze gibt und damit die Anzahl 
freier Ca-Ionen erhéhen kann, so unternahmen wir Versuche mit Nahr- 
béden von verschiedenem CaCl,-Gehalt, und zwar in Konzentrationen 
von 0,05 bis 0,5°.. Mit steigender Konzentration des CaCl, ging 
stets eine Hemmung des Wachstums einher. Diese Ergebnisse ent- 
sprechen den Angaben von Holm und Sherman (2) iiber die hemmende 
Wirkung des Ca-Ions auf das Bakterienwachstum. Andererseits geht 
aus den Versuchen hervor, daB bei Ersatz des Calciumcarbonats durch 
Magnesiumcarbonat oder Magnesiumoxyd Bac. mycoides ebensogut 
wichst wie in Gegenwart von Calciumcarbonat. So erhoben wir z. B. 
fiir siebentagige Mycoideskulturen in Nahrbéden ohne Kohlenhydrate 
folgende Befunde: 


In Abwesenheit von CaCO,. . . 1,1 mg Bakterienleiberstickstoft 
Gegenwart <> SO 6 s COBB ow 
- a ~ BeOO .. LR. oo 


ess. ae 





ernamim 
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Pepton- Witt 





0,128 ‘ 


Cesamtstickstott 
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l 
7 Tage. 


Mineralische Lésung, 
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Kultur 


Wachstumsdauer 
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Alles das bestarkt uns in der Meinung, da dem Calciumcarbonat 
in unseren Versuchen ausschlieBlich eine Pufferrolle zuakommt, um die 
fiir Bac. mycoides optimale neutrale Reaktion des Nahrbodens zu 
gewahrleisten. 

Von den Produkten des intermediiren Stoffwechsels haben wir 
Polypeptide, Aminosauren und Ammoniak bestimmt. Die Zahlenergeb- 
nisse sind auf 1 mg Bakterienleiberstickstoff umgerechnet. Aus den 
Tabellen und Abbildungen geht hervor, da zwischen der Menge des 
gebildeten Ammoniaks und dem Grade der Ausnutzung der vorliegenden 
Energiequellen ein unverkennbarer Zusammenhang besteht. Fiir die 
Pentosen wurde festgestellt, dafi Xylose und Arabinose bloB in un- 
erheblichem Grade von Bac. mycoides verwertet werden und daher auch 
die Ammoniakbildung unbedeutend abnimmt. Von Hexosen werden die 
einen, wie d-Glucose und d-Fructose, durch den Mikroorganismus leicht 
vergoren, und entsprechend sinkt die Menge des gebildeten Ammoniaks 
erheblich. Mannose wird schwerer vergoren, und entsprechend fiallt 
Ammoniak nur unbedeutend ab. Sorbose und Galaktose werden durch 
Bac. mycoides gar nicht vergoren, der Zusatz dieser Kohlenhydrate 
zum Nahrboden wirkt daher kaum auf die Ammoniakbildung ein. 
Dasselbe bezieht sich auf Di- und Polysaccharide. Die leicht 
garenden, wie Saccharose und Maltose, bedingen schwache Ammoniak- 
bildung in Mycoideskulturen, dagegen bleibt die nichtgairende Lac- 
tose und das Trisaccharid Raffinose ohne EinfluB auf die Ammoniak- 
bildung. 

Was die Polysaccharide, mehrwertigen Alkohole und Glucoside 
betrifft, so haben wir die Vergarung quantitativ nicht bestimmt, und 
daher geht es nicht an, eine strenge Parallele zu ziehen zwischen Am- 
moniakbildung und Assimilierung der genannten Verbindungen. Immer- 
hin legen die vorstehenden Beobachtungen und manche indirekte 
Anzeichen, wie z. B. Veranderung der Reaktion des Nahrbodens, in der 
Richtung der Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration, den 
Analogieschlu8 nahe, daB auch hier die Abschwaichung der Ammoniak- 
bildung bloB durch solche Verbindungen bedingt wird, welche vom 
Mikroorganismus gut assimiliert werden. Unter den Polysacchariden 
kommt diese Wirkung nur Starke und Glykogen zu, wobei durch 
Starke die Ammoniakbildung starker gehemmt wird als durch Glykogen, 
dagegen bleibt Inulin ganz wirkungslos. Unter den mehrwertigen 
Alkoholen wirkt allein Glycerin hemmend auf die Ammoniakbildung, und 
unter den gepriiften Glucosiden kam diese Wirkung nur dem Salizin zu. 
Ubrigens war die Auswahl der Glucoside nicht recht giinstig, sofern 
d-Methylgalaktosid und d-Methylmannosid schwer oder gar nicht durch 
Bac. mycoides assimilierbare Spaltungsprodukte geben. Es bleibt noch 
zu erwahnen, daB alle angefiihrten Verbindungen neben der Ab- 
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schwachung der Ammoniakbildung in Mycoideskulturen gleichzeitig das 
Wachstum derselben giinstig beeinflussen. 

Uber die Bildung von Polypeptiden und Aminosiuren la8t sich nur 
schwer etwas Bestimmtes sagen. Als intermediére Produkte des Albumin- 
umsatzes unterliegen sie quantitativ groBen Schwankungen in den 
verschiedenen Wachstumsstadien des Mikroorganismus. Da die proteo- 
lytischen Enzyme recht empfindlich gegen py-Veranderungen des Nahr- 
bodens sind, so bedingt eine Saureanhiufung in kohlehydrathaltigen 
Nahrbéden eine Hemmung der proteolytischen Wirkung von Bac. 
mycoides mit Abnahme der Polypeptide und Aminosauren. Andererseits 
hemmt ein assimilierbares Kohlehydrat die Desaminierung und kann 
somit unter manchen Verhiltnissen die Aufspeicherung von Amino- 
siuren im Nahrboden begiinstigen. Irgendein gesetzmaBiges Verhalten 
zwischen diesen beiden Erscheinungen haben wir in unseren Ver- 
suchen nicht feststellen kénnen. 


Zusammenfassung, 


Glucosezusatz zum Nahrboden iiber 0,1°,, hemmt die Ammoniak- 
bildung in Mycoideskulturen. Diese Glucosewirkung ist nicht spezifisch, 
indem auch andere organische Verbindungen die gleiche Wirkung haben, 
sofern sie vom Mikroorganismus leicht assimiliert werden und eine gute 
Ernahrungsquelle fiir ihn bilden. 


Literatur. 


1) Glinka-Tschernorutzky, diese Zeitschr. 221, 113, 1930. — 2) Holm 
und Sherman, Journ. of bact. 6, 511, 1921. 





Uber die fermentative Desamidierung durch Aspergillus niger. 


Von 
K. Sehmalfuss und K. Mothes. 


(Aus dem chemisch-physiologischen Laboratorium des botanischen Instituts 
der Universitat Halle a. d. 8.) 


(Eingegangen am 17, Mdrz 1930.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Der eine von uns (Mothes) hat, die Ergebnisse von Prianischnikow 
und anderen bestatigend, gezeigt, daB den Siureamiden im Stoffwechsel 
héherer Pflanzen in allen Altersstadien eine besondere Bedeutung zu- 
kommt, indem besonders im Asparagin und Glutamin Kérper gesehen 
werden miissen, die bei Gegenwart von Ammoniak aus diesem gebildet 
werden und so eine Art Entgiftung dieses schadlichen Stoffes bewirken. 
Charakteristisch fiir die Rolle der Saiureamide ist aber ebenso ihre 
Labilitat: sie werden schnell und vollstandig abgebaut, wenn das in ihren 
Molekiilen gebundene Ammoniak zu lebenswichtigen Synthesen ge- 
braucht wird. Die Saureamide sind demnach als Vorratsstoffe fiir den 
N-Stoffwechsel zu betrachten. Der Mechanismus der Synthese und des 
Abbaus dieser interessanten Kérper ist schon 6fter Gegenstand physio- 
logischer Studien gewesen; jedoch haben die Untersuchungen an pflanz- 
lichen Objekten bisher nur in beschranktem MaBe Klarheit gebracht. Mit 
den Ergebnissen der Tierphysiologie stimmen sie darin iiberein, daB 
Aminogruppe und Amidgruppe verschiedenes Verhalten zeigen. Wahrend 
die Amidgruppe offenbar leicht durch hydrolytisch wirkende Fermente 
abgespalten werden kann, wobei Ammoniak und Asparaginsaure 
gebildet werden, unterliegt die Aminogruppe einem solchen Angriff 
offenbar nicht oder in nicht niher bekannter Weise. Die grobe Be- 
deutung dieser katalytischen Prozesse veranlaBte uns zu eigener Unter- 
suchung. Unsere Arbeit baut sich auf den Ergebnissen folgender 
Forscher auf: 
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V. Lang konnte mit Leberbrei unter Toluolzusatz den Amidstickstoff 
unter anderem vom Asparagin und Glutamin in Form von Ammoniak 
vollig abspalten. Er gibt der Meinung Ausdruck, daB die Desamidierung 
mdéglicherweise als der erste Schritt bei der Bildung N-freier Stoffe aus 
zerfallendem Eiwei®B im tierischen Kérper Beachtung verdiene. K. Shibata 
untersuchte die desamidierende Wirkung eines Acetondauerpriparats von 
Aspergillus niger, den er auf Pepton-Zuckerlésung 3 bis 5 Wochen kultiviert 
hatte. Er konnte bei verschiedenen Amiden (Harnstoff, Acetamid, Oxamid) 
fermentative Ammoniakabspaltung feststellen. Seine  Versuche mit 
Asparagin zeigen nur geringe Spuren von NH,-Bildung, so daB er daraus 
den SchluB zieht, daB der Nahrwert des Asparagins nicht auf seine Eigen- 
schaft als Saureamid, sondern auf die als Aminosiure hauptsichlich zuriick- 
zufiihren ist. H. Pringsheim verwendete bei seinen Untersuchungen ein 
Acetondauerpraparat von Hefe und Allescheria Gayonii. Er diskutiert 
vor allem die Ergebnisse von Effront, dessen Arbeit uns leider nicht zur 
Verfiigung stand. Dieser hatte durch Acetondauerhefe aus verschiedenen 
Aminosiuren die festgebundene Aminogruppe zu Ammoniak abspalten 
koénnen. Aus Asparagin hatte er fast das ganze Aquivalent des Amino- und 
des Amidstickstoffs als NH, erhalten kénnen, waihrend Pringsheim selbst 
nur kaum meBbare Mengen Ammoniak erhielt. Er weist besonders darauf 
hin, daB das desamidierende Enzym seine Wirksamkeit beim Behandeln 
der Pilze mit Ather, Aceton, d.h. bei der Herstellung der Acetondauer- 
praparate, nur in ganz geringem Mabe beibehalt. Ebenso verlieren Pilz- 
prebsafte, nach dem Buchnerschen Verfahren gewonnen, nach ihm ihre 
Wirksamkeit. A. Aiesel fand bei Autolyseversuchen mit dem Pre®saft und 
zerriebenen Material von Lupinuskeimlingen in einem Monat bei 38° ein 
volliges Verschwinden des vorher reichlich vorhandenen Asparagins. In 
dem unzerrieben gebliebenen Material war der Asparaginzerfall viel 
schwacher als in dem zerriebenen, was der Autor dahin deutet, daB das 
asparaginspaltende Ferment iiberhaupt oder zum gr6éBten Teil gar nicht 
aus den Zellen herausdiffundiert war. Versuche mit durch Alkohol ge- 
falltem ,,Ferment“t zeigten keine Wirkung. Kiesel denkt dabei an eine 
leichte Zerstérbarkeit desselben. Fiirth und Friedmann fanden bei ihren 
Untersuchungen mit Hefeautolysat und mit Organbrei verschiedener 
tierischer Organe einen betrachtlichen Abbau des Asparagins; Alanin und 
Acetamid wurden nicht angegriffen. Der Asparaginabbau geht so von- 
statten, da dabei nur die Amidgruppe in Frage kommt. Die Autoren 
bestimmten aber in ihren Versuchen nur den NH,-Stickstoff, nicht den 
Amino- und Amidstickstoff. A. Blanchetiére stellte bei seinen Kulturen 
von Bacillus fluorescens liquefaciens fest, daB dieser in alkalischem Medium 
zuniachst den Amid-N, und wenn dieser vdéllig abgespalten ist, erst den 
Amino-N des Asparagins abhaut. In neutralem Medium mit Zucker und 
in Gegenwart von CaCO, ohne Zucker war dasselbe der Fall. Zentrifugierte 
Bazillen mit Toluol versetzt befreien aus Amiden den Amid-N und bilden 
Ammoniak, aber vielmal weniger energisch als lebende Bazillen. Bei 
saurem Medium wird nur der Amid-N abgebaut; doch iiberzeugt der Beweis 
nicht. Im Laufe unserer Untersuchungen gelangten wir in den Besitz einer 
kurzen Mitteilung von D. Bach, der die ,,Asparaginase“’-Wirkung eines 
Trockenpraparats von Aspergillus niger studierte. Da ausfiihrliche Angaben 
iiber die Untersuchungen dieses Autors uns bis zur Drucklegung unserer 
Arbeit nicht zur Verfiigung standen, miissen wir uns hier mit seinen kurzen 
Bemerkungen begniigen. Er gibt fiir die Wirkung der ,,Asparaginase“ 
folgende Daten: py-Optimum zwischen 8,4 und 8,6, Reaktionsspanne 
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zwischen py 6,5 bis 10; Temperaturoptimum bei pq 8,6 42°, bei py 7,6 


aber 31°C, Reaktionsspanne zwischen 7 und 70°C. Ein Gleichgewicht 
des Asparaginumsatzes trat bei 80°, des Abbaues ein. Die Zerst6érung des 
Fermentpraparats, die normalerweise schon nach 24 Stunden eintrat, 
konnte durch die Gegenwart von Asparagin hintangehalten werden. Bach 
sieht hierin die Wirkung einer Fermentsubstratbindung. Endlich haben 
noch Grover und Chibnall eine recht beachtliche Studie iiber den Asparagin- 
abbau durch ein Fermentpraparat aus Gerstenwurzeln veréffentlicht, die 
uns erst bei Abschlu8 unserer Untersuchungen zuganglich war und mit der 
wir uns noch beschaftigen werden. 

Unsere eigenen Studien hatten das Ziel, die Bedingungen des 
Amino- und Amidabbaues bei Asparagin scharfer zu fassen, besonders 
die Amidasewirkung pflanzlicher Substanz zu klaren. Wir bedienten uns 
des Schimmelpilzes Aspergillus niger, den wir lebend oder tot, dann in 
bestimmter Weise prapariert als Brei, Pulver oder als Wasser- bzw. 
Glycerinextrakt verwendeten. Zur Herstellung der Fermentpraparate 
gingen wir von drei- bis viertagigen Kulturen aus, die wir auf Nahr- 
lésungen nach Czapek und Detlev Miiller bei Gegenwart von Asparagin 
und reichlichem Zuckervorrat in geréumigen Kolben oder Petrischalen 
erhielten. Als Antiseptikum bedienten wir uns ausreichender Mengen 
eines Gemisches von Toluol-Chloroform, als Puffer anfanglich CaC O, und 
NaOH, spaterhin Phosphatgemischen nach Sdérensen. Das Asparagin, 
das wir in unseren ersten Versuchen verwendeten, enthielt etwas Aspara- 
ginsaure ; zu den Hauptversuchen stand uns dann ein sehr reines 1- Aspa- 
ragin zur Verfiigung (von Hoffmann-La Roche); dieses enthielt in 1 g 
91,00 mg Amid- und 93,88 mg Amino-N. Zur Bestimmung des Am- 
moniakstickstoffs bedienten wir uns wie friiher (Mothes 1926 und 1929) 
der Vakuumdestillation mit Magnesia; der Amidstickstoff wurde nach 
Sachsse durch Kochen mit 4 °,iger H,SO, am RiickfluBkiihler gewonnen, 
der Aminostickstoff wurde volumetrisch nach van Slyke bestimmt. 
Die Wasserstoffionenkonzentration wurde elektrometrisch gemessen. 
Zur Titration des aufgefangenen Ammoniaks diente uns bei gréBeren 
Mengen n/10, bei geringeren n/20 H,SO, und NaOH in gleicher Weise. 
Der Stickstoff ist in den Tabellen stets in Milligramm reinen Stickstoffs 
angegeben. 


Experimenteller Teil. 
Orientierende Versuche. 


Zunachst wurde mit lebendem Pilzmycel gearbeitet. Diese Versuche 
wurden von unserem Mitarbeiter K. Rohloff analysiert, wofiir wir an 
dieser Stelle herzlich danken. 


1. Versuch (Tabelle I, Abb. 1). Sieben Erlenmeyerkolben wurden mit 
folgender Nahrlésung beschickt: 100 ccm Leitungswasser, in dem der Pilz 
besser gedieh als in destilliertem, 0,2°, Salze nach Czapek, 2°, Rohrzucker 
und 3°, 1-Asparagin, sterilisiert und reichlich geimpft. Kolben Nr. 1 wird 














7,6 
ht 
les 
at, 
ach 
eT. 
‘in- 
die 
der 


mit 
Pilz 
ker 
ird 








Fermentative Desamidierung durch Aspergillus niger. 137 


sofort analysiert, Nr. 2 bis 7 bei 32°C im Thermostaten gehalten und nach 
verschieden langer Kulturdauer abgebrochen. Die Tabelle I gibt die bei 
Abbruch des Versuchs gefundene Konzentration der H-lonen und die 
Mengen des N von drei Fraktionen in Milligramm an. 


Tabelle I. 





“a tpg Pu NH,-N Amid-N Amino-N 
1 0 6,65 0 197 271 
2 60 - 57 159 220 
3 107 3,7 142 126 130 
4 155 49 335 31 27 
5 203 54 430 13 14 
6 251 6,0 438 Spur 9 
7 324 6,0 448 0 4 


ee 











Abbau eines Gemisches von Asparagin und Asparaginsiure bei schwach saurer Reaktion 
durch Aspergillus niger. 


Die Analysen ergeben, da Ammoniak in betrachtlichen Mengen 
gebildet wird in einem dem Amid- und Aminoabbau etwa entsprechenden 
MaBe. Jedoch wird der Amino-N zu Beginn des Versuchs mit ungleich 
groBerer Geschwindigkeit abgebaut als der Amid-N. Das bedeutet aber, 
daB zunachst die Asparaginsiure verbraucht wird, dann erst das Asparagin, 
und da® bei saurer Reaktion der Angriff auf das Saiureamid offenbar derart 
geschieht, da®B die verschieden gebundenen Ammoniakreste gleichzeitig 
befreit werden. 


2. Versuch (Abb. 2). Zur klareren Erfassung wurde der Versuch wieder- 
holt, wobei die Nahrlésung mit Phosphat und Phosphorsiiure gepuffert 
wurde. Der pq schwankte zwischen 4 und 6 wahrend der Kultur. Die 
Abb. 2 zeigt das Ergebnis: Amid- und Amino-N nehmen (in Prozenten 
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ihres Anfangswertes) gleichzeitig und iibereinstimmend ab. Das Asparagin- 
molekiil wird offenbar bei saurer Reaktion so vollsténdig abgebaut, dap beide 
N-Bindungen qelist werden. 
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Abb. 2 und 3. 
Abbau des Asparagins durch Aspergillus niger bei saurer und alkalischer Reaktion, dar- 


gestellt durch die Abnahme des Amino- und Amid-N-Gehaltes. Anfangswert = 100. 
Abb. 2: Sauer, Py = 4 bis 6. Abb. 3: Alkalisch, Pq = 8. 


3. Versuch (Abb. 3). Der vorhergehende Versuch wird wiederholt, 
jedoch wird die Nahrlésung mit CaCO, auf py = 8 gepuffert. Dabei zeigt 
sich iiberraschend (Abb. 3), daB in alkalischem Medium die Aminogruppe 
nur sehr langsam, die Amidgruppe aber sehr lebhaft abgespalten wird. 


Nachdem die Wirkung des lebenden Mycels durch diese Versuche 
einigermaBen fixiert war, gingen wir zu orientierenden Fermentstudien iiber. 


4. Versuch. Auf einer 10°, 1-Asparagin enthaltenden alkalischen 
Niahrlésung wird ein Pilzmycel herangezogen, das bei den ungiinstigen 
Bedingungen (hoher pq) sich nur langsam entwickelt. Nach 27 Tagen 
wird die Lésung vom Mycel durch Filtration getrennt, in vier gleiche Teile 
geteilt. A wird zur Kontrolle sofort analysiert, B im Wasserbad erhitzt, 
C mit H,PO, auf py = 2,87 angesdiuert, D mit CaCO, auf py = 7,77 ge- 
bracht. Die Kolben B, C und D blieben bei ausreichendem Toluol-Chloroform- 
zusatz 56 Tage lang im Thermostaten bei 31°. Trotz dieser langen Zeit 
zeigt sich weder in alkalischem noch in saurem Medium ein Amino- oder 
ein Amidabbau. Die Ammoniakstickstoffmengen der Kolben A, B, C und D 
verhielten sich wie 57,7: 56,0: 60,1: 56,6. Daraus konnten wir schlieBen, 
daB, falls iiberhaupt der Asparaginabbau ein fermentativer ProzeB ist, die 
mitwirkenden Fermente offenbar nicht oder nicht in groBer Konzentration 
in die Nahrlésung ausgeschieden wurden, wobei allerdings die ungiinstigen 
Wachstumsbedingungen einen klaren SchluB erschweren. Das veranlaBte 
uns, zu Versuchen mit zerriebenen Pilzdecken zu schreiten. 


5. Versuch. In zwei groBen Kolben (Nr. I und II) wurden auf einer 
Nahrlésung, die 1°, Asparagin enthielt, zwei Pilzdecken bei 31° kultiviert; 
Nr. I erhielt durch CaCO, eine alkalische, Nr. II durch H,PO, eine saure 
Reaktion. Mr. II hatte nach 3 Tagen, Nr. I nach 6 Tagen ein geschlossenes 
Mycel gebildet. Die Kulturen wurden abgebrochen, von der Nahrlésung 
der pq und die N-Fraktionen bestimmt (Tabelle IT). Die Pilzdecken wurden 
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jede mit Wasser gewaschen, mit Toluol und etwas Wasser fein zerrieben. 
Die graue Masse, die entstand, wurde auf je 100 ccm mit Wasser ergiinzt. 


Tabelle II. 





Kolben Versuchsdauer . . : 
Nr. Std. Pu NH,-N Amid-N Amino-N 
I 136 7,80 6,3 424.2 517,8 
IT 64 2,76 63,4 363,7 441.8 


Acht Erlenmeyerkolben erhielten je 100 ccm destilliertes H,O mit 
0,2°, Salzen und 3°, Asparagin. Die Halfte der Kolben (A,, B,, Ay, By) 
wurde mit CaCO, auf hohen pq gebracht, die anderen (A,, B,, Ag, Bs) 
mit H,PO, angesiuert. Alle acht Kolben wurden im Autoklaven bei 120° 
sterilisiert. Jeder Kolben erhielt 25cecm aufgeschwemmte Mycelmasse. 
Unter Toluol-Chloroform im Thermostaten bei 33° gehalten. 

Vor der Analyse wurde der Inhalt jedes Kolbens filtriert. Das klare, 
auf 200 ccm erginzte Filtrat wurde zu den N- und pg-Bestimmungen ver- 
wendet. 


Tabelle III. 





Versuchs- 
ersuchs Pilzbrei 


Kolben dauer PH NH3-N Amino-N von Wulter Bemerkung 
Std. ‘ 
A, 104 3,31 20,7 282.3 | r ha 
A, 104 7,79 6,0 280.2 ( | eee 
2 ’ alu { erhitzt 

ie 96 3.31 20:2 2895 | I alkalisch 
A, 96 7,74 20,5 278,5 
B, 104 2,02 22,1 277,8 Se 
By 104 771 5,8 281,9 | 1S saucer erhitzt 
Bs 96 3,03 24.0 278,5 : 
By 96 7,59 107,1 286,8 


Dieser vorliegende Versuch hatte ein recht klares Ergebnis. Der Stick- 
stoff der Aminogruppe ist in allen Kolben iibereinstimmend im Anfangswert 
erhalten, folglich nicht irgendwie fermentativ angegriffen und abgebaut. 

Der Inhalt der vier Kolben, die einen Zusatz von Phosphorséure er- 
halten hatten, zeigt durchgehend, ob erhitzt oder nicht, einen Gehalt von 
etwa 20 mg NH,-N. Dies ist, wie wir uns durch Probeversuche ohne Ferment- 
zusatz iiberzeugen konnten, auf eine geringe Séurehydrolyse des Amid- 
stickstoffs beim heiBen Sterilisieren zuriickzufiihren. In den folgenden 
Versuchen ist darum jede Sterilisation im Autoklaven vermieden und die 
zubereitete Lésung bloB unter Toluol-Chloroform gesetzt worden, was 
sich als véllig ausreichendes Antisepticum erwies. 

Der Inhalt der Kolben A, und B,, der alkalisch und nach dem Zusatz 
der Pilzaufschwemmung erhitzt worden war, zeigt eine geringe Ammoniak- 
menge, die praktisch nicht weiter in Frage kommt. Das Enzym war durch 
das Erhitzen inaktiviert worden. 


Die beiden Kolben A, und B,, die nicht erhitzt und deren Inhalt alkalisch 
war, zeigen eine NH,-N-Menge vom Mycel der sauren Kultur von 107,1 mg, 
von dem der alkalischen von 20,5 mg. Dieses NH, kann nur aus dem 
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fermentativen Abbau der Amidogruppe herriihren. Der Unterschied 
zwischen den gebildeten NH,-Mengen ist jedenfalls dahin zu erklaren, 
daB die Pilzdecke der alkalischen Kultur trotz der mehr als doppelt so 
langen Wachstumsdauer des Pilzes viel geringer entwickelt war, wie auch 
Vergleiche der gebildeten Ammoniakmengen in den Kulturen I und II 
(Tabelle II) zeigen. Von Aspergillus niger ist ja bekannt, daB er ein saures 
Medium bevorzugt und sich bei stark alkalischer Reaktion nur mangelhaft 
entwickelt. 

Zusammenfassend ergibt sich aus dieser Versuchsreihe, daB 

1. der Amino-N des Asparagins durch ein Ferment nicht angegriffen 
wird ; 

2. der Amid-N durch ein vom Aspergillus niger gebildetes Ferment 
in Form von Ammoniak abgespalten wird ; 


3. dieser Abbau nur bei hohem py vor sich geht. 


Produkte des Abbaues. 


Da der eben geschilderte Versuch (wie auch die folgenden) ergeben 
hat, daB bei alkalischer Reaktion nur die Amidgruppe des Asparagins 
und nicht die Aminogruppe unter der Einwirkung des Pilzbreies an- 
gegriffen wird, wobei eine entsprechende Menge von Ammoniak entsteht, 
lag es nahe, im Hydrolysat nach Asparaginséure zu suchen, die in der 
Tat gefunden und in der Form ihres Kupfersalzes nach Kiesel (1924) 
und Fodor (1923) identifiziert werden konnte. Exakte quantitative 
Studien tiber die Menge der gebildeten Asparaginsiéure im Verhaltnis 
zur Menge des abgebauten Asparagins haben wir nicht angestellt. 
Doch glauben wir sagen zu kénnen, daB die fermentative Hydrolyse des 
Asparagins auf einer Umwandlung in asparaginsaures Ammonium 
beruht. 

Praparierung des Fermentmaterials. 

Zu unseren einleitenden Versuchen verwendeten wir einfach 
zerriebene und dann in Wasser aufgeschwemmte Pilzdecken, die auf 
Asparagin als N-Quelle und Rohrzucker als C-Quelle gezogen worden 
waren. Wir versuchten nun auch, Trockenprdparate und Extrakte 
herzustellen und sie auf ihre Wirksamkeit zu priifen. 

6. Versuch. Fiinf groBe Kolben mit etwa 113 cem Bodenfliche wurden 
mit je 200ccm Leitungswasser, 2,5°, 1l-Asparagin, 5°, Rohrzucker und 
0,2°, Salzen beschickt und mit Aspergillus geimpft. Nach 73 Stunden 
bei 32° waren gleichmaBig dichte Pilzdecken mit Spuren von Konidien 
entwickelt. 

Vier Mycelien wurden abgenommen, gewaschen, zerrieben, auf dem 
Filter von der Fliissigkeit befreit, mit 90°,igem Alkohol nachgewaschen, 
hierauf reichlich mit Aceton nachgespiilt, die Pilzmasse auf eine Porzellan- 
schale gebracht, dann 2 Stunden in einen Thermostaten von 30°, hierauf 
in einen evakuierten Exsikkator zum Trocknen. Die trockene Masse wurde 
nach 2 Tagen fein pulverisiert und verwendet. 
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Die fiinfte Pilzdecke gleichfalls zerrieben, mit 100 cem Glycerin ver- 
mischt und 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Hierauf 
wurde diese Masse zweimal zentrifugiert und die festen Niederschlage 
entfernt. Zu diesem Glycerinextrakt wurden hinzugesetzt: 2g reines 
l-Asparagin in 50ccm Leitungswasser, CaCO, und NaOH, gut um- 
geschiittelt, unter Toluol bei 32° gehalten. Desgleichen ein Kolben mit 
gleicher Asparaginmenge in 100 ccm Wasser, gleichen Puffern und 0,5 g 
von dem gewonnenen Trockenpraparat bei gleicher Temperatur angesetzt. 


Nach 46 Stunden enthielt der Kolben mit dem Trockenpraparat 


(PH 8,59) keine Spur von Ammoniak. Der Versuch mit dem Glycerin- 
extrakt zeitigte nach 95 Stunden folgendes Ergebnis: py 8,2, NH,-N 
89,8, Amid-N 124.5; der Amino-N wurde nicht ermittelt. Vom 


Amid-N des gebotenen Asparagins waren also hier 41,9°, in Ammoniak 
umgewandelt worden. 

7. Versuch. Zu diesem, wie den folgenden Hauptversuchen gingen wir 
von in Petrischalen gezogenen Mycelien aus, die auf folgender Nahrlésung 
gewachsen waren: 


0,.25¢ KH,PO, 6 Tropfen 5°, ige 
0,25g MgSO, Fe, Clg-Lésung 
0,25 g¢ CaSO, 5g 1-Asparagin 
0,25¢ KCl 40 ¢ Saccharose 


Alles auf 1 Liter Leitungswasser gelést und dazu noch 20cem n H,PO, 
hinzugesetzt. Jede Petrischale erhielt 200 cem dieser Lésung. Nach 3 Tagen 
hatte sich gew6hnlich ein kraftiges Mycel von 18 bis 20g Frischgewicht 
gebildet. Diese Mycele wurden abgenommen, gewaschen und ‘zu folgendem 
Versuch verwendet: 


Schale 1: Mycel nach dem Waschen mit Filtrierpapier leicht abgeprebt, 
zerrieben, in 100cem konzentrierten Glycerins gebracht, nach 2 Tagen 
zentrifugiert, 27 Tage bei 10° aufbewahrt. Hierauf Versuch bei 33°, nach 
95 Stunden, py 8,2, keine Ammoniakbildung aus Asparagin. 


Schale 2: Die eine Halfte dieser Pilzdecke feucht zerrieben, Fliissigkeit 
durch Filter abtropfen lassen und gesammelt. Mit Aceton nachgewaschen, 
die Masse zuerst bei 32°, hierauf im Exsikkator getrocknet. Die andere 
Halfte gleich behandelt, nur mit Ather ausgewaschen. Das abgetropfte 
wisserige Filtrat gab zusammen 50 ccm. Die Halfte unter Toluol-Chloroform 
kiihl 27 Tage aufbewahrt, die andere Hilfte sofort versetzt mit 1 g 1-Asparagin 
in 50cem Leitungswasser, CaCO, und n NaOH. Versuch unter Toluol- 
Chloroform 92 Stunden bei 32°C. Die Analyse ergab: py 7,33, NH,-N 

76.3 mg, Amid-N 17.6mg. Somit waren 81,2°, des vorhandenen 
Amid-N durch den frischen Wasserextrakt abgebaut worden. Der Amino-N 
wurde jetzt und bei den folgenden Versuchen meist nicht mehr bestimmt, 
da er, wie in Vorversuchen gezeigt, keine Anderung aufwies und uns die in 
unserem Asparagin enthaltene Menge Amino-N genau bekannt war. Ein 
Versuch mit der 27 Tage aufbewahrten anderen Hialfte des wiisserigen 
Extrakts ergab keine Ammoniakbildung. Das Ferment war also inaktiviert. 


Schale 3: Die zerriebene Pilzdecke auf dem Filter gut abtropfen 
lassen, hierauf der Pilzbrei durch konzentriertes Glycerin extrahiert, zentri- 
fugiert, aufbewahrt. Gab ebenfalls nach vierwéchiger Aufbewahrung 
keine NH,-Abspaltung von Asparegin mehr. 
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Schale 4: Zerriebenes Mycel unter Toluol-Chloroform bei 10° 4 Wochen 
lang aufbewahrt. Spaltete hierauf vom zugesetzten Asparagin kein NH, 
mehr ab. 


Schale 5: Die zerriebene Pilzdecke unter Toluolzugabe im evakuierten 
Exsikkator getrocknet. Das Trockenpulver spaltete von |-Asparagin kein 
Ammoniak mehr ab. 


Diese Versuchsreihe ergibt, das saimtliche hergestellten Trocken- 
pulver, sowie die 27 Tage aufbewahrten fliissigen Extrakte keine fermenta- 
tive Wirksamkeit mehr besaBen. In der Folge verzichteten wir deshalb auf 
die Darstellung von Trockenpulver. Wir versuchten nun noch, ein Ferment- 
praparat durch Ausfdllung zu gewinnen. 


8. Versuch. Die dreitagige Pilzdecke einer Petrischale wurde zerrieben, 
filtriert. Das Filtrat im Vakuum bei 40° auf 50 ccm eingeengt. 10 ccm 
davon wurden zu einem Versuch angesetzt (1.), 40 ccm wurden mit 150 ccm 
96°,igem Alkohol versetzt. Es flockte eine graue Substanz aus, die wir 
auf dem Filter erhielten und in 50 ccm H,O suspendierten. Die Halfte 
davon wurde zu einem gleichen Versuch wie mit dem nicht gefallten Praparat 
verwendet (2.). Beide Versuche 0,5 g l-Asparagin, py 7.7, 25 Stunden 
bei 35°. Die NH,-Bestimmung ergab: 1. 7,9 mg, 2. 0,7 mg NH,-N. 


Die Pilzdecke einer gleichen Kultur nach dem Waschen zwischen 
Filtrierpapier leicht abgepreBt, zerrieben, in 100 cem konzentrierten Glycerins 
extrahiert. 20ccem von dem_ erhaltenen Extrakt wurden zu _ einem 
Versuch (1.) verwendet, der Rest mit 180 cem 96°,igem Alkohol ausgefallt. 
Die auf dem Filter verbliebene Masse wurde in 50 cem Glycerin + Wasser 
(1: 1) aufgeschwemmt, davon die Halfte zu einem gleichen Versuch (2.) wie 
mit dem ungefallten Extrakt verwendet (0,5 g l-Asparagin, py = 7,75, 
Temperatur 35°, 50 Stunden). Die NH,-Bestimmung ergab: 1. 14,4 mg, 
2. 0.,6mg NH,-N. 


In beiden Fallen war also das durch Alkohol gefdllte Praéparat praktisch 
unwirksam, obwohl es in héherer Konzentration verwendet worden war als 
der wiasserige oder der Glycerinextrakt. 


Aus allen diesen Praparationsversuchen konnten wir entnehmen, 
daf allein der frische wisserige oder der Glycerinextrakt als Fermentprdparate 
verwendbar waren. Zu unseren Hauptversuchen nahmen wir deshalb der 
einfacheren Darstellung halber den frischen wasserigen Extrakt drei- bis 
viertagiger Kulturen aus oben erwahnten Petrischalen. 


9. Versuch. An diese Darstellungsversuche des Ferments schlossen 
wir eine Versuchsreihe an iiber seine Haltbarkeit im Glycerinextrakt. Die 
Pilzdecken zweier Petrischalen wurden nach viertagiger Kulturdauer (33°) 
zerrieben, 8 Stunden bei etwa 16° in 200ccm konzentriertem Glycerin 
extrahiert, hierauf aus diesem die festen Bestandteile abzentrifugiert. Der 
Extrakt wurde hierauf zu je 50 ccm auf vier Kélbchen verteilt und diese 
bei 16° aufbewahrt. Kolben Nr. 1 blieb ohne Zusatz, Nr. 2 erhielt einen 
solchen von 0,5 g Glykokoll, Nr. 3 erhielt 0,5 g 1-Asparaginséiure, Nr. 4 
0,5 g l-Asparagm. Die einzelnen Extraktproben wurden aufbewahrt und 
zu Versuchen verwendet, wie Tabelle IV es wiedergibt. Jeder Versuch 
enthielt 0,5 g 1l-Asparagin in 25ccem Leitungswasser mit Na,HPO, als 
Puffer, sowie je 10 cem Fermentextrakt pq = 7,75, 35° C. 
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Tabelle IV. 





Alter 


‘des ba des Ver- 
Nr. Priiparat Pripa- | jie; | NHg-N | Prapa- | NOMS | NH,-N 
rates rates 
Tage Tage Tage Tage 
1 Ohne Zusatz .... 10 5 19,8 20 6 16,4 
2 Og Glykokoll . . . 10 5 17,0 20 6 16,4 
3 0,5, Asparaginsiure . 10 5 21,4 20 6 13,0 
4 | 0,5, 1-Asparagin . . 10 5 31,7 20 6 23,1 


Aus den Ergebnissen dieses Versuches ]aBt sich entnehmen, daB die 
Haltbarkeit des Glycerinpriparates wesentlich gréBer ist als die des 
Trockenpraparates von D. Bach. Andererseits kann von einer konser- 
vierenden Wirkung des Asparagins gesprochen werden, wie sie D. Bach 
behauptet hat. Wieweit diese Wirkung auf die H-lonenkonzentration 
zuriickzufiihren ist, steht noch dahin. 


Die Bildung der ,,Amidase“. 


Wir konnten die Bildung des asparaginspaltenden Fermentes in 
allen Kulturen von Aspergillus niger feststellen. Gewéhnlich zogen wir 
den Pilz auf Nahrlésungen, die ausschlieBlich Asparagin als Stickstoff- 
nahrung enthielten. Die gewéhnliche Kulturtemperatur betrug 32 bis 
35° C, die Kulturdauer drei bis vier Tage, bis sich auf den Pilzdecken die 
ersten Spuren von Konidien zeigten. Bei lingerer Kulturdauer scheint 
die Fermentwirkung sehr nachzulassen. Der Pilz entwickelt auf Nahr- 
lésungen mit anorganischer N-Quelle das Ferment in gleicher Weise. 
Zum Beweis dafiir diene folgende Versuchsreihe, die urspriinglich als 
orientierender py-Versuch gedacht war. 

10. Versuch. Fiinf Kolben mit je 50cem 2°,iger Asparaginlésung in 
destilliertem H,O, dazu CaCO, und NaOH als Puffer. Als Mycel wurde 
eines gewahlt, das in einem groBen Kolben auf 250 ccm Nahrlésung gezogen 
worden war, die 1% NH,Cl, 2°, Rohrzucker, Salze und 10°, n H,PO, 
enthielt. Die Pilzdecke entwickelte sich bei einem py 1,44 nur langsam 
und hatte. als sie verwendet wurde, eine kisige Beschaffenheit von satt- 
gelber Farbe. Sie wurde sauber abgespiilt und gewaschen, zerrieben, die 
ganze Masse auf 100 ccm erginzt. Je 20 ccm auf fiinf Kolben verteilt, 
67 Stunden bei 36°. 


Tabelle V. 





Kolben : : er 
Nr. Pu NH,-N Amid-N 
1 7,22 28 
2 7,83 12,1 81.5 
4 8,62 12.0 79:8 
5 9,11 5.7 87.9 
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Dieser Versuch beweist, daB Aspergillus niger auch auf anorganischer 
N-Nahrung ein Asparagin spaltendes Ferment ausbildet. 


Beziiglich der Abhangigkeit der Fermentbildung von der Kultur- 
temperatur des Pilzes fiihren wir folgende Versuche an. 


11. Versuch. Zwei Pilzdecken von annahernd gleichem Frischgewicht 
(17 bis 18g) wurden A bei 42° in 8 Tagen, B bei 33° in 3 Tagen erhalten. 
Pilzdecke A hatte ein braunliches, ungleichmaBiges Aussehen und Konidien 
gebildet, B war weiBgelb und geschlossen. Sie wurden getrennt gewaschen, 
zerrieben und auts Filter gebracht; nach dem Waschen des Riickstandes 
erhielten wir je 40 ccm Filtrat. Je 10 ccm des Extrakts wurden zu 0,5 g 


]-Asparagin in 20g Leitungswasser gegeben. Phosphatpuffer (pq = 7,75 
bis 7,77), Versuchsdauer 30 Stunden. Die Fermenteinwirkung wurde bei 


verschiedenen Temperaturen untersucht (Tabelle VI, N in Milligramm), 
durch Ermittlung des abgespaltenen Ammoniaks, wobei zu bemerken ist, 
daB bei einem py unter 8 im allgemeinen NH, nur in Spuren entweicht. 
Tabelle VI. 
(Abbau im Milligramm NH,-N.) 





Mvyecelkultur yon bei 18° bei 33° bei 42° 
42° 39,1 46,2 46,0 
33° 13,3 21,9 23,6 


Daraus geht hervor, da das 42°-Mycel ein aktiveres Ferment- 
praparat ergab (optimal fast véllige Abspaltung des Amid-N)}). 


12. Versuch. Wie Versuch 11, nur wird fiir A und B gleich altes Mycel 
(sechstiagig) verwendet. Pilzdecke A wird bei 46°, B bei 35° kultiviert. 
B war bereits dunkelbraun, A noch schén weiB. Das Fermentpriparat 
wird wie oben hergestellt, doch wurde nur ein Teil des starker entwickelten 
Mycels B verwendet, so daB die Frischgewichte iibereinstimmten (10,5 g). 
Die wisserigen Mycelextrakte wurden auf 50 ccm verdiinnt. In 10 cem 
wurden wie oben verwendet; py = 7,75, Versuchsdauer 45 Stunden. Die 
Ergebnisse, ausgedriickt in Milligramm abgespaltenen Amidstickstoffs. 
enthalt die folgende Tabelle. 


Tabelle VII. 





Mycelkultur von bei 18° bei 33 bei 42° 
460 4.7 10,5 12,1 
35° 3,2 4,9 5,3 


Dieser Versuch bestatigt den vorangehenden. Die wesentlich 
schwachere Aktivitat des Ferments diirfte nicht allein aus den geringer 
gewahlten Konzentrationen erklarbar sein; vielmehr scheint hier infolge 
der Erhéhung der Kulturtemperatur der einen Pilzdecke und durch 
Verlangerung der Kulturdauer der anderen das Ferment an Wirksamkeit 
eingebiBt zu haben. 
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Aufenbedingungen der Fermentwirkuna. 


13. Versuch (Tabelle VIII, Abb. 4). Das Mycel wurde durch fiinftagige 
Kultur auf 200 cem Nahrlosung wie oben gewonnen, gewaschen, zerrieben 
und unter Toluol-Chloroformzusatz als Fermentpraparat auf fiint Kolben 
verteilt, direkt verwendet. Der Fermentansatz geschah auch hierbei mit 
Halleschem Leitungswasser, das im Gegensatz zum destillierten Wasser 
die fermentative Asparaginspaltung wesentlich fordert. py 7,15 bis 7,20, 
Versuchsdauer 95 Stunden. Der Versuch lief bei verschiedenen, aber kon- 
stanten Temperaturen. Die analytischen Ergebnisse der Asparaginspaltung 
zeigen Tabelle VIII und Abb. 4. 


Tabelle VIII. 





Kolben Temperatur 


Nr. oC NH3-N Amid-N Amino-N 
1 14 38,9 121,4 170,5 
2 20 55,0 103,6 164,1 
3 33 82,6 90,7 176,9 
4 45 51,5 120,1 183,6 
5 57 13,3 163,5 189,7 


Die beifolgende Kurve gibt den Abbau des Asparagins in Milligramm 
des aus dem Amid-N gebildeten NH,-N wieder. 

Das Ergebnis dieses Versuches zeigt fiir die Wirkung des Enzyms 
ein deutliches Optimum bei etwas iiber 33°. Aus dem Verlauf der Kurve 
ist zu schlieBen, daB die Temperaturwirkungsspanne des Ferments 
etwa zwischen 0 bis 60° liegt. 


wL 
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7}- Abb. 4 (zu Versuch 13). 
Par Abhingigkeit der fermen- 
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Um zu priifen, ob das Temperaturoptimum sich bei variierter H-lonen- 
konzentration verandert, woriiber D. Bach eine Andeutung gab, gingen 
wir so vor: 

14. Versuch. Zwei Petrischalenkulturen wurden gewaschen, zerrieben, 
mit 20cem Glycerin versetzt, auf dem Filter gewaschen bis auf 200 ccm 
Filtrat. Dieses zu je 10cem auf 20 Erlenmeyerkélbchen verteilt. Jeder 
Kolben enthielt 0,5 g 1-Asparagin in 10 cem Leitungswasser, Toluol-Chloro 
form. Der pq wurde durch H,PO,, NaOH und CaCO, auf fiinf Werte 
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in vier Wiederholungen bei vier verschiedenen Temperaturen (20, 33, 45, 
60°) eingestellt. Das Analysenergebnis des 90stiindigen Versuchs gibt 
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Nr. Noch 
, . . Abgespaltener : ; Ana 
Anfangs~ NH,-N 2 oF vorhandener End-p : 
= Amid-N Amid-N va Kur 
1 7,04 30,4 33.9 11,6 7,21 
2 7,44 30,8 37,8 7,¢ 7,38 
3 8,07 30,2 38,1 74 8,00 
4 8,44 24,5 35,0 10,5 8,56 
5 9,02 20,1 32,3 13,2 9,01 
33°C 
Nr. , aes Sag Sa ae. ‘, Noch 
: . ‘ Abgespaltener ee : 
Anfangs- NH 3-N ra vorhandener End-pyq 
Pu B Amid-N ‘Amid-N E 
6 7,04 31,8 32,7 12,8 7,28 
7 7,44 46,6 45.5 0,0 7,62 
8 8,97 36,3 38,9 6.6 7,96 
9 8,44 28,2 36,1 9,4 8,43 
10 9,02 11,7 21,3 24.1 8.78 
459 ¢ 
Nr. e aie SPE aie Noch 
, i . Abgespaltener =— . — 
Anfangs- NH3-N .2 wy vorhandener End- 
Pu . Amid-N a Pu - 
11 7,04 16,8 20,3 25,2 7,24 1 
12 7,44 30,9 33,5 12,0 7,47 2 
13 8,07 20,8 29,5 16,0 7,96 3 
14 8,44 14,9 21,0 24.5 8.46 4 
15 9,02 3,6 6,2 39,3 8,90 5 
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Zu dieser Tabelle ist zu bemerken, daB teils infolge der hohen 
Temperatur und teils infolge betrachtlicher Alkalitat etwas NH, 
entwichen war. Deshalb wurde neben dem ermittelten der tatsachlich 
gebildete Ammoniak-N als ,,abgespaltener Amid-N* der Tabelle noch 
beigefiigt, dessen Werte fiir die Kurven Verwendung fanden. Der 
pu wurde nach jedem Versuch nochmals gemessen. Die Kolben 16 bis 
20 (bei 60°C) enthielten keine Spur von Ammoniak, weshalb sie 
in der Tabelle nicht erschienen. 

Diese Versuchsreihe lehrt, daB das Ferment ein Wirkungsoptimum 
bei pu = 7,6 (oder noch etwas héher) besitzt und zwar in gleicher Weise bei 
verschiedenen Temperaturen. Den starksten Abbau zeigt die Reihe bei 
33° (optimal 100°,, des Amid-N!), den schwiachsten, aber gleichsinnig 
verlaufend, die bei 45°. Bei 20° scheint der py des Mediums keinen so 
groBen EinfluB auf den Verlauf der Reaktion zu haben. 

15. Versuch (Tabelle X, Abb. 6). Um die Abhangigkeit der Reaktion 
von der Wasserstoffionenkonzentration noch genauer zu studieren, setzten 
wir die folgende Versuchsreihe an. Zehn K6lbchen wurden mit je 30 ¢ 
destilliertem Wasser, 0,5 g l-Asparagin und je dem zehnten Teil (= 10 cem) 
des wiisserigen Pilzextrakts einer Petrischalenkultur von 3 Tagen versehen. 
Puffer: Phosphat + NaOH, Versuchsdauer 45 Stunden bei 35° Die 


Analysenergebnisse enthalt die folgende Tabelle (X) (in Milligramm) und 
Kurve (Abb. 6) (in Prozenten). 
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Abb. 6 (zu Versuch 15). 
Abhingigkeit der fermentativen Amidabspaltung von der H-lonenkonzentration 
Temperatur = 35°C, Versuchsdauer 45 Std. 


Tabelle X. 











Nr. Pu NH,-N Amid-N Nr. PH NH,-N Amid-N 
1 5,06 0,0 44,5 6 7,29 10,5 - 
2 5,92 0,0 45,2 7 7,49 13,1 29,3 
é 6,48 0,8 43,2 8 7,73 16,5 25,5 
4 6,84 3,2 44,1 9 8,09 12,0 29.6 
5 7,12 9,5 10 8,79 10,0 37,4 


10* 
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Die Versuchsergebnisse lehren, daB das Ferment bei etwa py = 6,5 
die erste Spur einer Wirkung zeigt, bei etwa py = 7,75 ein Optimum 
besitzt und bei héherer Alkalitét wieder an Aktivitét einbiBt. 

16. Versuch. Wir setzten zehn Kélbchen mit je 0,5 g l-Asparagin in 
je 25 g Leitungswasser mit je ein Zehntel (20 ccm) wasserigem Extrakt einer 
zerriebenen Pilzdecke einer Petrischale an. Phosphatpuffer (py 7,72), 


Temperatur 33°. Ergebnisse in Tabelle XI und Abb. 7. 


Tabelle XI. 








Versuchs- Versuchs- 
Nr. dauer NH,-N Amid-N Nr. dauer NH;-N Amid-N 
Std. Std. 

1 0 0,0 39.0 6 61 40,8 0,0 
2 15 14.6 23,9 7 72 39,0 0.1 

3 29 30,1 7,5 8 87 38,0 0,1 

4 37 37,1 2,1 +] — — - 

5 48 40.6 0,0 10 — _ — 


Der Versuch ergab, daB nach 48 Stunden bei optimaler Temperatur 
und optimalem py simtlicher Amidstickstoff des Asparagins zu Ammoniak 
abgespalten war. Die Reaktion verlduft bis zu einem Abbau von 95°, direkt 
proportional der Zeit. Ein Gleichgewicht nach D. Bach bei 80°, wurde 
also nicht gefunden. 
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Stunden 
Abb. 7 (zu Versuch 16). 

Fermentative Hydrolyse des Asparagins: der Reaktionsverlauf in wisserigem Medium. 
Temperatur = 33°C; py y A 2 

Im Hinblick auf geplante Versuche einer fermentativen Synthese 
des Asparagins haben wir einen weiteren Zeitversuch angesetzt, wobei 
wir aber die Reaktion in Glycerin-Wassergemischen verschiedener 
Konzentration ablaufen lieBen, um einen etwaigen EinfluB der Wasser- 
konzentration auf den hydrolytischen ProzeB zu ermitteln. 


17. Versuch. (Tabelle XII, Abb. 8.) Die Pilzdecke einer Petrischale 
wurde zerrieben und durch 100 ccm konzentrierten Glycerins extrahiert, 
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nach 8 Stunden zentrifugiert, von dem Extrakt je 10 cem auf neun Kélbchen 
verteilt. Diese enthielten je 0,5 g l-Asparagin und optimale Pufferung mit 


Phosphat. Temperatur 34°; Glycerinkonzentration (in Volumprozent) 75 
50 und 25°,. Analysen: 


Oo 


Tabelle XII. 





Glycerin- : . 
konzentration Std N H3-N — Std NH,-N — Std NH,-N — 


75 110 1.4 47.1 227 3.0 36.4 314 5.4 33.4 
50 110 | 20.7 | 26,7 227 | 27,0 | 18,5 314 30,1 17,6 
25 110 362 136 227 44.1 0.5 314 43.8 0.4 


Giycermbonzermranon 25% 








pw} 
s 50% 
= sai 
£20 | 
= 4 ac% 
0 75 / 
N 200 HOC 


Stunden 
Abb. 8 (zu Versuch 17) 
Fermentative Hydrolyse des Asparagins: der Reaktionsverlauf in Glycerin -Wassergemischen 
Temperatur 34°C ; pq = 7.7. 

Dieser orientierende Versuch ergab, daf geringe Wasserkonzen- 
trationen die fermentative Asparaginspaltung wesentlich hemmen. Dabei 
ist beachtlich, daB im Gegensatz zum vorigen Versuch bei 25 und 
50 Vol.-°,, Glycerin der Abbau nicht eine lineare Funktion der Zeit ist. 
Wir planen, diese Versuche fortzufiihren und méchten zunachst darauf 
hinweisen, daB hier wahrscheinlich eine Alterung oder Zerstérung des 
Ferments vorliegt, die wir oben schon erwaihnt haben. 

Im Anschlu8 daran haben wir in verschiedenster Weise versucht, 
eine fermentative Synthese des Asparagins aus |-asparaginsaurem 
Ammonium zu erzwingen. Dabei haben wir durch Verringerung der 
H,O-Konzentration einerseits, durch Erhéhung der Asparaginsaéure- 
bzw. NH,-Konzentration andererseits die Reaktionsgeschwindigkeit 
bzw. die Lage des Gleichgewichtes zugunsten des Asparagins zu verschie- 
ben versucht. Dabei erzielten wir bisher keinerlei Erfolg, so daB wir mit 
der Veréffentlichung unserer Versuche noch warten wollen. 


Wirkung des Ferments auf andere Amide. 

Durch die bisher angefiihrten Experimente war es noch unentschieden 
geblieben, ob es sich bei dieser Fermentwirkung um eine spezifische 
,Asparaginase handelt oder um eine unspezifische Amidase und 
Peptidase, die auch aus anderen Amiden Ammoniak abzuspalten ver- 


mochte. 
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18. Versuch. Wir untersuchten in einem Probeversuch die Wirkung 
frischen, zerriebenen Pilzmycels auf Acetamid, Oxamid, Harnstoff und 
Asparagin. Harnstoff und Asparagin zeigten allein von allen vier Kolben 
eine N H,-Bildung, die unter gleichen Bedingungen gehalten worden waren. 
Das Auftreten von Ammoniak bei Harnstoff ist wahrscheinlich auf eine 
gleichzeitig vorhandene Ureasewirkung zuriickzufiihren. 

19. Versuch. Der vorhergehende Versuch wurde nochmals wiederholt. 
An Stelle von Harnstoff wurde Guanidin verwendet. Die vier Kolben 
enthielten: a 2g Asparagin, b 15g Acetamid, ¢ 1g Oxamid, d 0,5 ¢ 
Guanidinhydrochlorid in je 50cem Wasser. Die verwendete Pilzdecke 
stammte von einer Asparaginkultur. Eine Parallelreihe mit denselben 
Bestandteilen ohne Pilzzusatz wurde angesetzt. Unter Toluol-Chloroform 
90 Stunden bei 32°, py 7,15 bis 7,36. Allein der Asparaginversuch zeigte 
Ammoniakbildung (NH,-N 69,0 mg, Amid-N 123,6 mg, Amino-N 194,6 mg). 
Zur Feststellung einer eventuellen Bildung von NH, aus Oxamid wurde, 
da dieses Amid allein bei Destillation mit Magnesia im Vakuum schon N H, 
abspaltet, mit Silikowolframséure gefallt; es gab keinerlei Triibung. 

Daraus ergibt sich, dap durch dieses Ferment lediglich der Amid- 
stickstoff des Asparagins angegriffen wird; auf Acetamid oder Oxamid 
konnten wir keine Wirkung feststellen. Glutamin haben wir leider aus 
Mangel an Material nicht untersuchen kénnen. 

20. Versuch. Zum SchluB unserer Untersuchungen erprobten wir die 
Wirkung von wisserigem Pilzextrakt auf Glycylglycin. Vier Kélbchen 
enthielten je 1g Glycylglycin (Hoffmann-La Roche) in 20g H,O samt 
Puffer. Versuch bei 35° gehalten, die Ergebnisse bringt die folgende 
Tabelle. 

Tabelle XIII. 





Ver- 
Nr. Pilzzusatz Bemerkung _- Amino-N 
Tage mg 
1 ee ee a ee _ 3 124.8 
2 10 cem wiasseriger Extrakt. . . . auf 100° erhitzt 3 128,8 
3 ws Po 2 Pad — 3 195.4 
4 Durch Alkohol gef. Glycerinextrakt -- 1 135.2 


Die Zunahme des Amino-N bei 3 und 4 lehrt uns, daf unser Ferment- 
priparat wie eine Dipeptidase wirkt: Glycylglycin wird in 2 Molekile 
Glykokoll gespalten, vom wasserigen Extrakt mit erheblicher Geschwin- 
digkeit, vom Alkoholpraparat nur in geringem MaBe. 


SchluBbetrachtungen, 


Unsere Versuche haben ergeben, daB der Asparaginabbau durch den 
Pilz Aspergillus niger ein fermentativer ProzeB ist. Das wirksame 
Ferment ist unter die Hydrolasen zu rechnen, es beeinfluBt die Reaktions- 
geschwindigkeit des Systems: 


Asparagin + Wasser <~» asparaginsaures Ammonium. 
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Das Ferment ist in seiner Wirksamkeit nicht an die lebende Substanz 
gebunden, es kann aus zerriebenem Mycel durch Wasser oder Glycerin 
extrahiert werden. Unsere Fermentpriparate sind gegen Trocknen im 
Vakuum bei normaler Temperatur und gegen jede Behandlung mit 
Alkohol, Ather, Aceton auBerordentlich empfindlich. Ob diese Empfind- 
lichkeit ein Kennzeichen des Ferments selbst ist oder sekundér durch 
Beeinflussungen adsorbierter Verunreinigungen erklirt werden muB, 
vermégen wir aus unseren bisherigen Studien nicht zu schlieBen; jeden- 
falls miissen wir hierin auch die Ursache der geringen Wirksamkeit des 
Praiparates von Shibata suchen. Auch verlieren die Fermentpraparate 
bei ihrer Lagerung schnell an Aktivitaét. Das ist vielleicht ein Grund, 
weshalb wir diesen Katalysator nicht in der den Pilz umspiilenden 
Nahrlésung fanden. 

Da wir nur rohe Fermentpraiparate verwenden konnten, jedenfalls 
bisher mit ihrer Reinigung keinen Erfolg hatten, miissen wir die Kardinal- 
punkte seiner Wirkung mit Vorbehalt mitteilen: 

Unser Ferment wirkte zwischen 0 und 60 C, optimal bei etwas iiber 
33° C. Das stimmt mit dem Praparat von Grover und Chibnall (Gerste) 
iiberein, nicht aber mit dem von Bach (Aspergillus), der zudem eine 
Veranderung des Temperaturoptimums fand bei Variation der H-Ionen- 
konzentration, was wir nicht bestitigen kénnen. Da uns eingehende 
Unterlagen der Bachschen Arbeit fehlen, miissen wir uns mit dieser 
Feststellung begniigen. 

Das py-Optimum liegt fiir unser Praparat bei 7,7 bis 7,8, die Wirkungs- 
spanne reicht von py 6,0 bis etwa py 10. Bach fand ein Optimum bei 
8,4 und 8,6; Grover und Chibnall fanden fiir ihr Gerstenpraparat tiber 
pu 7,0; die Puffergemische verinderten im geringen Mabe das Optimum. 

Die maximale Wirkung der fermentativen Asparaginspaltung 
in schwach alkalischem Medium gibt eine Erklarung fiir den Angriff des 
lebenden Pilzes auf das Asparagin bzw. auf die darin enthaltene Amino- 
und Amidgruppe. Bei saurer Reaktion wird die Aminogruppe bevorzugt 
angegriffen, sofern sie im Uberschu8 vorhanden ist. In einem Gemisch 
von Asparagin und Asparaginséure wird bei pq unter 7 zunachst die 
Asparaginséure verbraucht. Der Angriff auf das Asparagin bei niederem 
pu ist offenbar dem auf die Asparaginsaure gleich: Das Molekiil wird so 
gesprengt, daB die Aminogruppe desaminiert wird, wobei nun und 
das erscheint sehr bedeutungsvoll die Amidgruppe ebenfalls abge- 
spalten wird. Es besteht berechtigte Vermutung, dafi diese Desamidie- 
rung des Asparagins bei saurer Reaktion nicht identisch ist mit der 
Desamidierung bei hohem py. In alkalischem Medium greift Aspergillus 
zundchst immer nur die Amidgruppe an, auch dann, wenn die Amino- 
gruppe in betrachtlichem UberschuB vorhanden ist. Hierin liegt offenbar 
eine Ubereinstimmung mit der Ansicht jener Forscher, die die Des- 
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amidierung der Aminogruppe scharf von der der Amidgruppe trennen 
und jenen ProzeB als einen Oxydationsvorgang unter dem EinfluB eines 
Eisenkatalysators auffassen. Hier hitten neue Versuche einzusetzen. 
Die Wirkungsweise unseres Katalysators ist dadurch charakterisiert, 
daB bei optimalem py in wisserigem, etwa 1°, Asparagin enthaltendem 
Medium das Asparagin total abgebaut wird. Die Bachschen Angaben, 
daB bei 80°. igem Abbau sich ein Gleichgewicht einstellt, kGnnen wir 
nicht bestatigen. Wahrend dieser Abbau in wisserigem Medium zwischen 
0 und iiber 90 °,, eine lineare Funktion der Zeit ist, fanden wir in Wasser- 
Glycerinmischungen verschiedener Konzentration nach 5 Tagen schon 
eine Abnahme der Asparaginspaltung in der Zeiteinheit, wobei erst 
20 bis 40°, der Ausgangsmenge abgebaut waren. Wir konnten diese 
Versuche nicht beliebig lange fortsetzen, da die Gefahr einer Ferment- 
alterung sehr grof ist, und wir wollen uns deshalb noch kein Urteil 
dariiber zugestehen, ob der nichtlineare Verlauf der Asparaginspaltung 
in Gegenwart groBerer Glycerinkonzentrationen eine Folge der Ferment- 
inaktivierung oder eines chemischen Gleichgewichts ist, das seiner 
Lage nach die Riickbildung des Asparagins stark begiinstigt. Das eine 
ware hier nochmals zu betonen, dab gegen eine solche Annahme 
der negative Ausfall der Versuche spricht, mit Hilfe des Ferments 
eine Synthese von |-Asparagin aus l-asparaginsaurem Ammonium 
zu erreichen. 

Was nun die Wirksamkeit unseres Fermentpraparates auf andere 
Amide betrifft, so reagierten Acetamid und Oxamid gar nicht. Harnstoff 
wurde abgebaut. Doch méchten wir diese Einwirkung zunachst noch auf 
eine Beimengung von Urease zuriickfiihren. Grover und Chibnall fanden, 
daB Acetamid, Propionamid resistent waren, d-Glutamin wurde aber 
abgebaut. Die Ubereinstimmung unserer Versuche mit Grover und 
Chibnall geht aber noch weiter: Auch wir fanden die Wirksamkeit des 
Ferments auf das Dipeptid Glycylglycin. Alkoholpraiparate zeigten 
schwache Wirkung, doch scheint sie nicht so stark geschwacht zu sein 
wie die auf das Asparagin. Hier sind wir an einem entscheidenden 
Punkt der Forschung. Grover und Chibnall meinen, daB die eben an- 
gefiihrte Tatsache beweist, daB das Asparagin spaltende Ferment eine 
Dipeptidase ist und daB das Asparagin selbst als Dipeptid zu betrachten 
wire. Diese Auffassung ist nicht neu (vgl. Oppenheimer). Schon mehr- 
fach wurde darauf hingewiesen, dab die Peptidasen eine Untergruppe 
der Amidasen darstellen, womit zugleich ein Bindeglied zwischen diesen 
und den Proteasen im eigentlichen Sinne gegeben erscheint. Fiir diese 
Anschauung spriche auch die Lage des pg-Optimums. Aber die Ge- 
schichte der Proteasenforschung lehrt uns, vorsichtig zu sein. Solange 
man sich nicht gemiht hat, die vorliegenden Katalysatoren zu reinigen 
und unter Umstainden zu trennen, wollen wir nicht ihre Identitat 
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behaupten, sondern sie héchstens als eine fruchtbare Arbeitshypothese 
betrachten. 

Das aber lehren unsere Versuche, daB in alkalischem Medium die 
Asparaginspaltung in den héheren Pflanzen unter Mitwirkung eines 
ahnlichen oder gleichen Ferments wie bei den Schimmelpilzen verlauft. 

Wir danken an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. G. Karsten und der Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft bestens fiir die uns gewahrten 
Unterstiitzungen. 
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Uber das besondere Verhalten der d-Mannose bei der 
biochemischen Phosphorylierung. 


Von 


Irene Stephanie Neuberg und Clara Ostendorf. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Marz 1930.) 


Die d-Mannose, der friiher nur relativ selten im Pflanzenreich 
in Form von Polysacchariden und noch sparlicher im freien Zustande 
nachgewiesene Zucker, hat neuerdings dadurch Bedeutung erlangt, 
daB die Verbreitung von Mannose-abkémmlingen sich als sehr viel 
gréBer offenbarte, als man angenommen hatte. 


Mannane sind nicht allein unter den Hemicellulosen vorhanden, 
sie sind auch nach verschiedenen Angaben oft fester mit den echten Cellulosen 
verbunden. Zu der alten Beobachtung von EF. Salkowski', daB ein betriacht- 
licher Teil der Hefen-polysaccharide aus einem Mannan besteht, traten 
manche andere, die hochmolekularen léslichen Kohlenhydrate sowie die 
Zusammensetzung des Holzes betreffende Erkenntnisse®. EL. Hdgglund und 
F. W. Klingstedt? stellten neuerdings fest, daB Cellulose aus Fichtenholz bis 
10°,, einer Mannose liefernden Polyose einschlieBt*. 

Die Wichtigkeit der Mannose enthiillte sich aber besonders durch die 
unerwartete Entdeckung von Sigmund Frankel und C. Jellinek*, daB sie in 
die animalischen Proteine als ein Mannose-glucosamin-saccharid eingebaut 
ist. Damit war der Beweis erbracht, da die d-Mannose auch im tierischen 
Stoffwechsel eine unvermutete Rolle spielt. Der von Frdnkel und Jellinek 
zunichst fiir Ovalbumin und DottereiweiB erhobene Befund wurde durch 
Z. Dische®, H. Bierry® und C. Rimington’ bestatigt, indem sie zeigten, 
daB Mannose (neben einem Aminozucker) auch einen im Sinne A. Kossels 
prosthetischen Bestandteil der im Blute des Pferdes und anderer Saiuger sowie 
der Végel vorhandenen EiweiBkérper bildet. Fiir das Vorkommen einer 
d-Mannuronsaure in der Natur haben sich ebenfalls Anhaltspunkte ergeben®. 


1 BE. Salkowski, zit. nach K. Oshima, H. 36, 42, 1902. 
2 Literatur siehe bei C. Newberg und M. Liidtke, ,,Kohlenhydrate“ in 
E. Mangolds Handb. d. Ernahrung, 1, 54, 1929. (Verlag J. Springer.) 
E. Hdgglund und F. W. Klingstedt, Ann. 476, 295, 1929. 
S. Frankel und C. Jellinek, diese Zeitschr. 185, 392, 1927. 
Z. Dische, ebendaselbst 201, 74, 1928. 
H. Bierry, C. r. 190, 404, 1930. 
C. Rimington, Biochem. Journ. 23, 430, 1929. 
W. L. Nelson und L. H. Cretcher, Chem. Centralbl. 1929, IT, 758. 
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Aus allem folgt, daB die Mannose eine, wenn auch ihrem Wesen 
nach uns noch unbekannte Aufgabe im Stoffwechsel besitzen muB. 


Wenn man bedenkt, da®B gerade d-Mannose und d-Glucosamin (Chitos- 
amin) haufiger vergesellschaftet sind, so darf man damit vielleicht die Tat- 
sache in Zusammenhang bringen, daB ein als Geriistsubstanz bei Tieren 
und Vegetabilien vielfach anzutreffendes Produkt, das Chitin, im weiteren 
Sinne als Mannose-polysaccharid anzusprechen ist; denn das durch Hydro- 
lyse daraus entstehende Produkt fiihrt den Namen Glucosamin nur bedingt 
mit Reeht. Durch die Synthese des d-Glucosamins vom d-Arabinosimin 
aus, die FE. Fischer und H. Leuchs' ausgefiihrt haben, war nicht entschieden, 
ob die Aminohexose 2-Amino-glucose oder 2-Amino-mannose ist. Tatséach- 
lich leitet sich nach den Untersuchungen von J.C. Jrvine und A. Hynd? 
sowie P. A. Levene® d-Glucosamin von der d-Mannose ab, allerdings liBt es 
sich unter bestimmten Bedingungen infolge Umlagerung auch in Derivate 
des Traubenzuckers iiberfiihren ¢. 

Dai Chitosamin und Mannose vielfach gemeinsam vorkomimen, scheint 
bisher nicht beachtet zu sein. In der Hefe ist auBer dem Mannan (siehe 
S. 154) auch Glucosamin® vorgebildet. In zahlreichen Proteinen, aus denen 
jetzt Mannose erhalten worden ist, konnte schon friiher ein Chitosamin- 
komplex nachgewiesen werden ®. Selbst das unlésliche Chitin darf man nach 
den jiingsten Ermittelungen von P. Karrer und Mitarbeitern? nicht mehr als 
tote Masse, sondern als ein in den lebendigen Stoffaustausch einbezogenes 
Produkt ansehen. Ein gleiches gilt fiir die Mannane, da Hydrolasen recht 
verbreitet sind, die auf diese Reserve-kohlenhydrate eingestellt sind 
(Bourquelot, Hérissey, Effront, Pringsheim u. a.). 

Unmittelbare physiologisch-chemische Beziehungen der Mannose zur 
Glucose, welche sich durch die biologische Umwandlung der Mannose in 
Traubenzucker ausdriicken, sind erstmalig durch Tierversuche offenkundig 
geworden, die C. Neuberg und P. Mayer® vor laingerer Zeit beschrieben 
hatten. Von diesen Autoren ist dargetan, daB verfiitterte Mannose im 
Organismus des Kaninchens teilweise in Glucose iibergeht. 

Fiir die Erklarung der natiirlichen Zusammenhange zwischen den 
genetisch miteinander verkniipften Hexosen hatte man friiher im Sinne 
Emil Fischers alternierende Oxydationen und Reduktionen angenommen 
(z. B. der Weg Glucose —> Gluconsiure —»> Mannonsiure —> Mannose, bzw. 
Fructose —> Mannit —> Mannose) oder man hatte, gestiitzt auf die Er- 
gebnisse Lobry de Bruyns, die bekannte Umlagerung durch Hydroxylionen 
am Kohlenstoffatom 2 der Hexosenkette in Betracht gezogen. 

Die Erfahrungen der letzten Jahre fiihren aber zu einer anderen 
Auffassung, niéimlich zu dem SchluB, da®B in der biologischen Phospho- 





1 E. Fischer und H. Leuchs, B. 36, 24, 1903. 

2 J.C. Irvine und A. Hynd, Soc. 105, 698, 1914. 

3 P. A. Levene, Journ. of biol. Chem. 57, 323, 1923. 

4 J.C. Irvine und A. Hynd, Soc. 101, 1128, 1912; vgl. auch B. Sjollema, 
Rec. 18, 292, 1899. 

5 J. Meisenheimer, H. 104, 229, 1919. 

6 Fr. v. Miller, Zeitschr. f. Biol. 42, 468, 1901; C. Neuberg, B. 34, 
3963, 1901. 

7 P. Karrer und A. Hofmann, Helv. 12, 616, 1929; P. Karrer und 
G. v. Francois, ebendaselbst 12, 986, 1929. 

8 ©. Neuberg und P. Mayer, H. 87, 530, 1902/1903. 
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rylierung den Organismen das universelle Mittel gegeben ist, mit dem sir 
die Zucker der 6-Kohlenstoffreihe ineinander umwandeln kénnen'. Hexose 
di-phosphorsiure, die wir heute als den 1, 6-Di-phosphorsaure-ester der 
2, 5-am-Fructose betrachten, wird nach A. Harden und W..J/. Young 
durch Hefensaft in identischer Weise aus Fruchtzucker, Traubenzucker und 
Mannose gebildet. Seither ist unsere Kenntnis von der Anzahl der durc} 
Zellarten erzeugten Zucker-phosphorsiure-ester gewachsen. Beispielsweis: 
sind zwei Hexose-mono-phosphate hinzugekommen, der 6-Phosphorsaure 
ester der 2, 5-am-Fructose von Newberg und der vorlaufig fiir den 3-Phosphor 
siure-ester der Glucose gehaltene Ester von Robison. Die Theorie, dab) 
Mono-phosphate das primaire Produkt der biochemischen Veresterung seien, 
steht zur Diskussion (Robison, Raymond, Kluyver, Struyk, Meyerhof, Loh- 
mann). Durch Versuche von C. Neuberg und J. Leibowitz ist jedenfalls 
bewiesen, daB man, ausgehend von jedem der drei genannten unter sich 
verschiedenen Zucker-phosphorsaure-ester, jeden der beiden anderen nach 
der Einwirkung pflanzlicher und tierischer Enzyme wirklich isolieren kann, 
eine Tatsache, die von anderer Seite bestatigt worden ist®. K. H. Barren- 
scheen und J. Pany* haben gefunden, daB bei der Assimilation von Elodea 
canadensis ein reduzierender Hexose-mono-phosphorsaure-ester auftritt, det 
sich von der Fructose ableitet, wihrend das Lactacidogen der tierischen 
Gewebe fiir einen Glucose-abkémmling gilt. 

Im Hinblick auf diese Sachlage schien es eine lohnende Aufgabe, 
niher zu untersuchen, wie sich die d-Mannose bei der biochemischen 
Phosphorylierung verhalt, insbesondere ob sie auch AnlaB zur Entstehung 
von Mono-phosphaten gibt, woriiber unseres Wissens bislang nichts 
bekannt ist. 

Die erwaihnten Versuche, gemifs denen aus Mannose Hexose- 
di-phosphat hervorgehen kann, sind mit HefenpreBsaft ausgefiihrt. 
Heute verfiigt man iiber ein viel bequemeres Verfahren, das in der 
Verwendung von frischer Hefe, aber unter Zusatz eines die Girkraft 
beeintrichtigenden Antisepticums (Toluol) besteht. Indem wir uns 
dieser Versuchsanordnung bedienten, bemerkten wir, dafB unter genau 
gleichen Umstanden d-Mannose sich anders verhdlt als der isomere 
Traubenzucker. 

Versetzt man eine 20°, ige Lésung der Zucker mit 27 °,, des Fliissig- 
keitsgewichtes an frischer Unterhefe unter Zugabe von 10°,, Toluol 
und von 3,75°, sauren Natrium-phosphats (NaH,PO,.2H,0), 
sowie 1°, Natriumbicarbonat, so beobachtet man bei Innehaltung 
vollig gleicher Arbeitsweise folgendes: 


1 C. Neuberg, B. 55, 3629, 1922; Ann. de la Brasserie et de la Distillerie 
27, 65, 1928. 

2 4. Harden und W. J. Young, Chem. Centralbl. 1909, IT, 2027: 
W.J. Young, diese Zeitschr. 32, 188, 1911. 

3 ©. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 450 
und 456, 1927; siehe auch H.v. Euler und K. Myrbdck, Ann. 464, 64, 
1928, und C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 207, 246, 1929. 

* H. K. Barrenscheen und J. Pany, ebendaselbst 219, 364, 1930. 
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Bei 37° verschwindet das anorganische Phosphat bei beiden 
Hexosen praktisch gleich schnell. Wir benutzten, um das Resultat 
der Versuche zu sichern, in den Serien 1 und 2 zwei verschiedene unter- 
girige Hefenarten, eine solche von der Schultheiss-Patzenhofer- 
Brauerei und eine von der Léwen-Brauerei, Béhmisches Brauhaus A.G. 
Im ersten Falle trat komplette Veresterung nach 3 Stunden ein, und 
nach 7 Stunden war der Anfang der De-phosphorylierung durch Wieder- 
auftreten freien anorganischen Phosphats bei beiden Zuckern zu 
konstatieren. Bei der zweiten Hefensorte war unter den selben Be- 
dingungen nach 4 Stunden die Phosphatbindung vollstaindig. Die 
De-phosphorylierung setzte in der Glucose-mischung nach 7 Stunden 
ein, wahrend in dem Versuch mit Mannose auch nach 8 Stunden keine 
Phosphat-ionen frei geworden waren. ' 

GleichmaBbig zeigte sich, daB die Menge des Mono-phosphats nach 
Eintritt gdnzlicher Phosphorylierung bei der Mannose zu allen Zeiten 
doppelt bis dreifach so hoch war wie bei der Glucose. Beachtenswerter- 
weise bestand dieses Verhaltnis auch dann noch, als bei der Glucose 
bereits die De-phosphorylierung begonnen hatte. Umgekehrt war die 
Menge des Di-phosphats im Mannose-ansatz vom Augenblick der totalen 
Phosphorylierung ab bis zu zehnmal (und dariiber) geringer' als beim 
Glucose-versuch. 

Wohl bemerkt ergeben sich diese Relationen unter den Umstanden, 
die als die giinstigsten fiir die Gewinnung des Di-phosphats aus Glucose, 
Fructose oder Rohrzucker gelten. Das lehrt, daf die Phosphorylierung 
der Mannose unter diesen Standard-bedingungen anders ablauft: Man 
kann ceteris paribus weit mehr Mono-phosphorsaure-ester als beim iso- 
meren Traubenzucker isolieren. 

In einer zu anderer Zeit angestellten Serie ergab sich prinzipiell 
das gleiche. Die Menge des aus Mannose hervorgegangenen Mono- 
phosphats war zwei- bis dreimal so groB wie die aus Glucose erzeugte. 
Die Quantitaét des Di-phosphats war durchschnittlich bei der Mannose 
halb so groB wie bei der Glucose. 

Fir die Serienversuche wurden die Bestimmungen von Mono- 
und Di-phosphat-phosphor nach der bei Newberg und Leibowitz (I. c.) 
gegebenen Vorschrift ausgefiihrt, die an Genauigkeit den sonst noch 
vorgeschlagenen Methoden wohl nicht nachsteht, diesen aber durch 
Einfachheit tiberlegen ist. Es ist kein Verfahren bekannt, das abso- 


1 In einem Falle erhielten wir sogar aus Mannose iiberhaupt kein 
Di-phosphat, sondern nur Mono-phosphat; es ist moéglich, daB bei 6fterer 
Wiederholung dieses Versuchs mit der kostbaren Mannose sich auch dieses 
Ergebnis reproduzieren laBt. Man wird zu _ priifen haben, wie sich 
wahrend der ganzen Periode der totalen Veresterung der Quotient Mono- 
phosphat : Di-phosphat gestaltet. 
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lute Werte liefert, weil die Trennung von Mono- und Di-phosphat infolge 
der gegenseitigen Léslichkeitsbeeinflussungen nicht ganz exakt ist. An 
der GréBenordnung der Unterschiede kann aber kein Zweifel obwalten 

Zur Bekraftigung unserer zundchst nur durch Bestimmung der 
Phosphat-formen erzielten Ergebnisse haben wir sodann in gréBeren 
Ansatzen die Jsolierung des Hexose-mono-phosphats, das in so viel 
reichlicherer Menge aus der Mannose hervorgeht, vorgenommen. Wir 
benutzten dazu die Kombination der Verfahren von Robison sowie 
Neuberg und Leibowitz, nur mit dem wesentlichen Unterschied, dai 
wir nicht mehr Hefensaft, sondern, wie vorher schon hervorgehoben ist, 
frische Hefe bei Gegenwart von Toluol verwendeten, d.h. wir gingen 
genau so vor, wie bei unseren Serien-versuchen. 

Nach 5 Stunden, zu einer Zeit, wo die Entionisierung des anorgani- 
schen Phosphats bei der Mannose bereits seit 2 Stunden eingetreten 
und komplett geblieben war, wurde der Versuch unterbrochen und 
in der im experimentellen Teile naiher geschilderten Weise das Hexose- 
mono-phosphat abgeschieden. 

Unerwartet war sein optisches Verhalten. Die spezifische Drehung 
der freien Esterséure fanden wir namlich zu + 45,08° und + 34,25°, 
gemessen an verschiedenen Fraktionen der Substanz gleicher Dar- 
stellung. Diese Zahlen weichen ab von denen, die fiir die Hexose- 
mono-phosphorsaure-ester von Neuberg und Robison verzeichnet 
sind, aber es ist zu bedenken, da®B seither auch fiir die Existenz 
atypischer Hexosen-phosphate Anhaltspunkte gewonnen worden sind; 
beispielsweise haben Th. Brugsch und H Horsters! ein besonderes 
labiles Di-phosphat, H.v. Euler, Myrbdck und Runehjelm® einen héher 
drehenden, Barrenscheen und Pany* einen ungewohnlich reduzierenden 
Hexose-mono-phosphorsaure-ester_ beschrieben. 

Erwahnt zu werden verdient noch, daB in den Versuchen mit 
Mannose, bei denen eine zur kompletten Phosphorylierung allen an- 
gewendeten Zuckers nicht ausreichende Menge Phosphat angewendet 
wurde, das nicht in die biochemische Reaktion einbezogene Kohlenhydrat 
sich als unverinderte Mannose herausgestellt hat. Dies ergab sich aus der 
Polarisation, dem Reduktionsvermégen und der Fallbarkeit durch Phenyl- 
hydrazin in der Kalte; wir haben d-Mannose-phenylhydrazon isoliert. 

Die Frage nach der Natur des in dem Hexose-mono-phosphat 
enthaltenen Zuckers bleibt vorliufig offen. Die Substanz, die wahr- 
scheinlich Isomere einschlieBt, ist stark reduzierend. Dadurch ist auch, 
abgesehen von den analytischen Daten, ein Vorliegen von Trehalose- 


1 Th. Brugsch und H. Horsters, diese Zeitschr. 175, 115, 1926. 

2 H.v. Euler, K. Myrbdick und D, Runehjelm, Chem. Centralbl. 1928, 
I, 2416; R. Nilsson, ebendaselbst 1929, IT, 2572. 

3-H. K. Barrenscheen, und J. Pany, |. c¢. 
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mono-phosphorséure ausgeschlossen, deren Bildung tiberdies nach den 
Angaben der englischen Forscher nur unter dem EinfluB von Hefe- 
trocken-praparaten bislang beobachtet wurde’. Zur Erklirung des 
eigenen Verhaltens der d-Mannose bei der Phosphorylierung wird man 
eine besondere Lagerung der Sauerstoffbriicke in dieser Hexose be- 
rucksichtigen miissen. Unser Ausgangsmaterial war die Gleichgewichts- 
mannose; man zieht aber jetzt in Betracht, daf in ihr isomere und 
tautomere Formen vorhanden sind, die verschiedene Ringstrukturen 
aufweisen®. Das diirfte auch fiir die untereinander abweichenden An- 
gaben® iiber Vergérungsgeschwindigkeit und Garungsbeeinflussung der 
Mannose zu beriicksichtigen sein, worauf in diesem Zusammenhang 
verwiesen sei, ebenso wie auch das in mancher Hinsicht verschiedene 
Verhalten von Mannose und den iibrigen Zymohexosen im Tierkérper. 
! 
Belege. 
1. Serienversuch. 

29¢ 100°, iger Zucker (29,6 g¢ 97,86°)ige kristallisierte d-Mannose 
baw. 29,9g 97,1°, ige d-Glucose), 1,6g NaHCO, und 5,9g NaH,PO, + 2H,O 
befanden sich in 160 cem Reaktionsgemisch. Die Zuckerlésungen waren 
etwa 18°, ig und waren vor Zugabe der anorganischen Ingredienzien 
24 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt gewesen. Von den Standard- 
fliissigkeiten mit Mannose bzw. Glucose wurden siebenmal je 22 ccm 
abgenommen und in einer 100 cem fassenden, einen Géaraufsatz tragenden 
Flasche mit je 6 g frischer Patzenhofer Hefe und 2 cem Toluol bei 37° unter 
haufigem Umschiitteln digeriert. Mit Mannose und Glucose wurden so je 
sieben Parallelversuche vorgenommen, die fiir zwei bis acht Stunden in den 
Brutschrank kamen. Vor der Aufarbeitung wurde jeder Ansatz auf seinen 
Gehalt an anorganischem Phosphat gepriift. Hierzu wurde je 1 ccm des 
Gemisches mit 2 cem 2,5°, igem NH,OH vermischt und filtriert; 1 cem des 
klaren Filtrats wurde dann mit 1,5 ccm Magnesia-mixtur versetzt. 

Die Numerierung der Versuche mit Mannose und Glucose ist stets 
gleichbedeutend mit der Anzahl der Stunden. die der betreffende Ansatz im 
Thermostaten verweilt hat. 

Die Priifung auf anorganisches Phosphat ergab fiir: 


M, Fallung G, = Spuren 

M, 0 G, 0 

M, 0 G, 0 

M, 0 G, = 0 

M, = 0 G,=0 

M, geringe Fallung G, Spuren 

M, = ” ” Gs geringe Fallung 


1 R. Robison und W. T.J. Morgan, Biochem. Journ. 22, 1277, 1928; 
E. Boyland, ebendaselbst 23, 219, 1929. 

2 Vel. hierzu E. H. Goodyear und W. N. Haworth, Chem. Centralbl. 1928, 
, 1388; J. K. Dale, ebendaselbst 1929, IT, 2660. 

3 EF. F. Armstrong, Chem. Centralbl. 1905, II, 1807; A. Slator, eben- 
daselbst 1908, I, 1569; 1908, IIT, 1621; H. v. Euler und Mitarbeiter, H. 72, 
97, 1911; 105, 187, 1919; G. Mezzadroli, Chem. Centralbi. 1919, IT, 506. 
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Nach genauer Neutralisation mit 8°, iger Natronlauge wurde der In 
halt jedes GargefaBes ohne Nachwaschen in ein trockenes Rundk6élbchen 
iibergefiihrt und sofort 10 Minuten lang unter RiickfluB auf dem Wasser- 


bade erwarmt; darauf wurde 7 Minuten zentrifugiert und filtriert. Dic 
Volumina der erhaltenen klaren Lésungen betrugen 17,5 bis 19,0 cem. 


Je 10cem Filtrat wurden zur Abscheidung des Di-phosphats mit 
10 cem 11°, iger Bariumacetat-lésung gefallt. Die Gemenge wurden jeweils 
10 Minuten unter RiickfluB auf dem Wasserbade erhitzt und die Barium- 
niederschlage schnell abgesaugt. Das klare Filtrat wurde fiir sich aufge- 
fangen, die Niederschlage selbst wurden mit heiBem Wasser ausgewaschen, 
getrocknet und gewogen (s. 8S. 161). (Die Waschwasser blieben unberiick- 
sichtigt. ) 

Zwecks Ausfillung des iiberschiissigen Bariums wurde zu je 15 cem der 
klaren, vom Di-phosphat befreiten Filtrate im MeBkolben 0,5 g Natrium- 
sulfat in 10 cem Wasser gegeben; dann wurde auf 40 cem aufgefiillt. Zur 
Klirung wurde mit wenig Fullererde und Tierkohle geschiittelt, zentrifugiert 
und filtriert. Der anorganische Phosphor wurde in je 10 cem des nunmehr 
praktisch farblosen Filtrats in bekannter Weise kolorimetrisch ermittelt. 
Der iiberhaupt vorhandene Phosphor wurde in je 2 ccm derselben Lésungen 
nach Veraschung festgestellt. Der Gehalt an ono-phosphat ergab sich aus 
der Differenz von léslichem Gesamtphosphor und anorganischem Phosphor. 


In 7,5 cem des Ansatzes wurden gefunden: 


Anorganischer Phosphor’. 


M, = 0,66 mg G, = 0,69 mg 
M, = 0,38 ,, G, = 0,56 ,, 
M, = 0,21 ,, G, = 0,46 ,, 
M, = 0,26 ,, G, = 0,26 ,, 
M, = 0,27 ,, G,= 6,30 ,, 
M, = 0,39 5, G, = 0,36 ,, 
M, = 0,45 ,, G, = 0,37 ,, 
Mono-phosphat-Phosphor. 
M, = 23,22 mg G, = 14,07 mg 
M,= - G, = 14,09 ,, 
M, = 37,33 ,, G= - 
M, = 37,29 ,, G, = 13,63 ,, 
M, = 37,28 ,, G, = 14,58 ,, 
M, = 35,08 ,, G, = 14,67 ,, 
M, = 33,70 ,, G, = 15,25 ,, 


Aus dem Gesamtansatz wurden isoliert, d.h. als Barium-hexose-di- 
phosphate gewogen die in den Kolumnen a und b angegebenen Mengen, 
wahrend die auf 7,5cem bezogenen und mit dem jeweiligen Mono-phosphat- 
Phosphor vergleichbaren Ertrage in den Spalten a! und 6! verzeichnet sind. 


1 Das anorganische Phosphat, das man nach kompletter Phosphory- 
lierung findet, ist wohl auf nachtragliche Zersetzung organischer Phosphor- 
verbindungen im Analysengange zuriickzufiihren. 
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al 
Gesamtmenge Di-phosphat- 
des isolierten hexose- Phosphor 
di-phosphorsauren Ba pro 7,5cem 
i in mg 
M, = 0,48 11,70 
M, = 0,04 1,08 
M, = 0,05 1,36 
M, = 0,05 1,08 
M, = 0,06 1.63 
M, — 0,07 1,90 
Mz 0,08 2,18 


b pl 
Gesamtmenge Di-phosphat- 
des isolierten hexose- Phosphor 
di-phosphorsauren Ba pro 7,5cem 
in g in mg 
Gs 0,65 18,10 
Gs 0,67 18,23 
Gy 0.50 13.61 
G; 0.51 13,47 
Gg — 9,49 13,34 
G, = 0,52 14,15 
Gs 0,47 12,79 


2. Serienversuch. 


Versuchsanordnung genau wie bei Serienversuch 1; nur wurde statt 
Patzenhofer Hefe solche der Léwen-Béhmisch-Brauerei verwendet. 


Die Proben auf ungebundenen anorganischen Phosphor ergaben fiir: 


M, = Fallung 


uM, 


M, 
M, 


M, - 
M, : 


geringe Fallung 
0 


G, = Fallung 
G, = Spuren 
G,= 0 
G; 0 
G.= 90 
G, = 0 
G, = Spuren. 


Die Aufarbeitung geschah in allem genau wie beim ersten Serienversuch. 


75cem des Ansatzes enthielten: 


Anorganischen Phosphor: 


M, = 0,26 mg 
M, = O15 ,, 
M, = 6,18 .., 
MM. = O18 ., 
M, = 637 ., 
M,= 0,16 ,, 


M, = 0,27 ,, 


0,38 mg 
ORs vs 
0,26 ,, 
0,26 ,, 
0,27 
0,31 ,, 
0,29 


Mono-Phosphat-Phosphor : 


M, = 13,62 mg, 
M, = 31,90 ,, 
M, = 36,52 ,, 
M, = 36,82 ,, 
M, = 37,89 ,, 
M, = 42,80 ,, 
M, = 38,71 ,, 
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11,89 mg, 


13,76 ,, 


13,88 ,, 
14,61 ,, 
i a 


14,59 ,, 
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a al b pl 
Gesamtmenge Di-phosphat- Gesamtmenge Di-phosphat- 
des isolierten hexose- Phosphor des isolierten hexose- Phosphor 
di-phosphorsauren Ba pro 7,5 ¢em di-phosphorsauren Ba pro 7,5 ¢em 
ing in mg in g in mg 
My 0,41 11,15* G, = 0,42 11,43 
M, 0.16 4,35 Gs 0,37 10,07 
M, 0,09 2.45 Gs 0,46 12,52 
M, 0,05 1,36 Gs 0,38 10,34 
M, = 0,05 1,36 Ge — 041 11,15 
M, = 0,07 1,90 G; 0,37 10,07 
M, = 0,04 1,08 Ge 0,40 10.89 


* Ob hier tatsichlich zu Beginn relativ mehr Di-phosphat entsteht, das dann in Mono- 
phosphat iibergeht, oder ob der anfinglich hihere Wert fiir den Di-phosphat-Phosphor durch 
anorganische Beimengungen vorgetiuscht wird, bedarf noch der Aufklirung. 


3. Serienversuch, angestellt mit Patzenhofer Hefe, lieferte ein der 
Reihe | entsprechendes Resultat und braucht deshalb nicht beschrieben 
zu werden. 


Isolierung von Hexose-mono-phosphat aus einem Ansatz mit d-Mannose. 


102. g 98°,ige d-Mannose, 
55g NaHCO,, 

20,5g NaH,PO, + 2H,0, 

150 g Unterhefe, 

500 cem Wasser, 

50 i> Sekuol. 


Der Ansatz, dessen pq = 6,55 war, kam in den Brutschrank und wurde 
alle 20 Minuten geschiittelt. Die Priifungen auf anorganisches Phosphat 
ergaben: 

Nach 2 Stunden... . . Fallung 


eal a ere 2 - 

-< oe me eT or ~ 
ao vo —ee i 
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Fiir jede Probe waren 10 cem entnommen. Der Inhalt der Garflasche 
wurde in einen Emailletopf gegossen und mit 35 ccm Wasser nachgespiilt. 
Zur Neutralisation gegen Phenolphthalein waren 47 ccm 8°,ige Natron- 
lauge erforderlich; dann wurde 10 Minuten auf dem Wasserbad erwarmt, 
filtriert und mit 100 ccm heiBem Wasser nachgewaschen. Da bei aber- 
maligem Erwiarmen der Fliissigkeit noch eine Triibung eintrat, wurde kurz 
aufgekocht und wieder filtriert. Die vereinigten Niederschlage wurden 
in 75ccm Wasser suspendiert und 30 Minuten zentrifugiert. Das leicht 
getriibte Zentrifugat wurde darauf filtriert und zu dem ersten ¥Filtrat 
gegeben. Dann wurde mit 5,6 g Bariumacetat, gelést in 90 cem kochendem 
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Wasser, gefallt, 5 Minuten lang erwarmt und das ausgeschiedene Di-phosphat 
heiB abgesaugt. Da sich das Filtrat beim Erhitzen wieder triibte, wurde 
nochmals schnell im Wasserbad erwiirmt und abgesaugt. 

Das ausgeschiedene Di-phosphat (der beiden Portionen) wurde nach 
mehrmaligem Waschen erst mit heibem Wasser und dann mit Alkohol 
im Exsiccator getrocknet. 

Die vom Bariumsalz des Di-phosphats durch Filtration getrennte 
Flissigkeit wurde bei 35° auf 270 ccm eingeengt. Um das Mono-phosphat 
daraus zu isolieren, wurden 250 cem mit 52 ccm konzentriertem Bleiacetat 
gefallt. Nach 12stiindigem Stehen wurde der Bleiniederschlag abgeschleudert 
und dreimal auf der Zentrifuge mit je 50 cem Wasser ausgewaschen. 

Das Filtrat vom Bleiacetat-niederschlag wurde mit dem ersten Wasch- 
wasser vereinigt und nunmehr mit 105 ccm Bleiessig (D. A. B. 6) gefallt. 
Das entstandene, auf der Zentrifuge griindlich gewaschene Bleisalz wurde 
in wisseriger Suspension mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach Aus- 
treibung von H,S durch einen Luftstrom wurde mit alkalifreiem Baryt- 
wasser gegen Phenolphthalein neutralisiert und die Fliissigkejt nach Ein- 
engen im Faust-Heimschen Verdunstungsapparat auf 100 ccm mit dem 
tiinffachen Volumen Alkohol gefallt. 


(Auch im Bleiacetatniederschlag ist Mono-phosphat enthalten. Die 
daraus schlieBlich isolierte Menge von 1,6 g ist jedoch bei der Untersuchung 
nicht beriicksichtigt worden.) 

Aus der Bleiessigfillung wurden zunichst 10,8 g wasserlésliches 
Bariumsalz gewonnen. Zu seiner weiteren Reinigung wurde es in 5°, iger 
wasseriger Lésung mit 25°,igem Quecksilberacetat versetzt, solange ein 
Niederschlag entstand. Dieser wurde abfiltriert und die wasserklare Losung 
erneut mit konzentrierter Bleiacetatlosung behandelt. Der hierdurch er- 
zeugte Niederschlag wurde verworfen, sein durch Zentrifugieren geklirtes 
Filtrat darauf wiederum mit Bleiessig gefaillt. Der jetzt erhaltene Blei- 
subacetatniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff in bekannter Weise 
zerlegt und auf die vorher beschriebene Art in das Bariumsalz verwandelt. 
Die auf 50ccm unterhalb 35° konzentrierte Lésung wurde mit Alkohol 
prazipitiert. Das dadurch erhaltene pulverige, noch etwas Alkohol ein- 
schlieBende Salz wurde nach jeweiliger fliichtiger Trocknung viermal aus 
wiisseriger, vOllig klar zu filtrierender L6sung mit Alkohol umgefillt. 

Das so gewonnene Mono-phosphat wurde im Hochvakuum zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 


0,1287 g Substanz: 0,0759 g BaSO, und 0,0328 ¢g Mg, P,Q,. 
0,4802 mg Substanz: 3,280 mg CO, und 1,560 mg H,0O. 


C,H,,0,.PO,Ba. Ber.: Ba = 34,74, P = 7,82, C = 18,22, H = 2,81%; 
gef.: Ba = 34,39, P = 7,19, C = 18,60, H = 3,60°,. 


Die bekannten Schwierigkeiten der absoluten Reindarstellung von 
Hexose-mono-phosphaten traten auch hier zutage. Obgleich in dem Roh- 
produkt bereits einigermaBen einwandfreies Mono-phosphat vorlag, war 
zur Erlangung von praktisch analysenreiner Substanz im FEinklang 
mit vielerseits gemachten Erfahrungen die wiederholte Umftallung 
notwendig. Die Analysenzahlen weisen aus, daB sicher Hexose-mono- 
phosphat vorliegt 


1? 
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Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurde 0,3282 g Substanz 
mit 1,64cem n HCl und H,O auf 10,0 ccm aufgefiillt. 


[x]p = + 45,08° 
(a = + 1,90, l=2c 2,1739). 

Aus der Mutterlauge der letzten mit Alkohol bewirkten Fallung schied 
sich bei 24stiindigem Stehen noch Mono-phosphat ab, dessen Menge sich 
auf Zugabe von Alkohol vermehrte. Diese Substanz zeigte eine niedrigere 
spezifische Drehung (0,3417 g mit 1,71 ccm n HCl zu 10,0 cem). 

{[a]Jp = + 34,25° 
(a + 1,55°, 1 = 2, c = 2,2626). 

Da Di-phosphat sehr schwach dreht, so kann, auch abgesehen von den 

analytischen Daten, das optische Verhalten nicht auf eine Beimengung 


von Di-phosphorséure-ester-salz bezogen werden. Auf die differierenden 
Drehwerte selber ist vorlaufig kein besonderes Gewicht zu legen. 


Priifung des nicht phosphorylierten Zucker-anteiles. 


Im Filtrat der ersten Bleiessigfillung findet sich die Hauptmenge 
des nicht in die Reaktion einbezogenen Zuckers. Diese Lésung wurde mit 
Schwefelwasserstoff entbleit und im Vakuum zum Sirup eingeengt; dann 
wurde mehrtach mit 50°, igem Alkohol aufgenommen und jedesmal wieder 
in vacuo konzentriert. In der resultierenden Masse wurde Mannose als 
Phenylhydrazon nachgewiesen sowie auBerdem durch hinreichende Uberein- 
stimmung von Reduktionsvermégen und Drehkraft festgestellt, daB ein 
anderer Zucker nicht zugegen war. Ubrigens geht auch in die erste Blei- 
essigfillung des Hexose-phosphats, die infolgedessen unverhaltnismaéBig 
voluminés erscheint, Mannose ein, da diese Hexose, wie schon Emil Fischer 
und J. Hirschberger sowie R. Reiss 1889 beobachtet haben, durch jenes 
Fallungsmittel niedergeschlagen wird. Bei der Uberfiihrung in das Barium- 
salz der Esterséure und bei seiner Umlésung wird dann die beigemengte 
Mannose restlos entfernt. 


Zusammenfassung. 


Da der Akt der Phosphorylierung als das vornehmliche Werkzeug 
aufgefaBt werden muB, mit dessen Hilfe die lebende Zelle die isomeren 
Zuckerarten ineinander umzuwandeln vermag, wurden Versuche mit 
d-Mannose vorgenommen, die neuerdings haufig als Baustein der 
pflanzlichen und tierischen Gewebe nachgewiesen worden ist. 


Bei der Phosphorylierung mittels frischer Hefe in Gegenwart 
von Toluol entstand aus Mannose stets weniger Zymo-di-phosphat 
als aus Traubenzucker. Umgekehrt ging aus der Mannose unter gleichen 
Verhaltnissen sehr viel mehr Hexose-mono-phosphat hervor als aus 
Glucose. 


Die gesteigerte Bildung von Mono-phosphorsaure-ester aus Mannose 
beobachteten wir bei Innehaltung der Bedingungen, unter denen 
aus Glucose und Fructose tiberwiegend Di-phosphat gewonnen wird. 
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Der isolierte Mono-phosphorsaure-ester ist ein reduzierendes 
Hexose-derivat; er besa ein héheres Drehungsvermégen als die beiden 
typischen Hexose-mono-phosphorsaure-ester von Neuberg und Robison. 

Die Methode der Phosphorylierung durch frische Hefe ist, wie 
sich hier zeigt, auch zur Bereitung von Mono-phosphorsdure-estern 
der Zucker geeignet; aus d-Mannose ist, und zwar auf diese Weise, 
zum ersten Male ein Hexose-mono-phosphat dargestellt worden. 

Zugleich wird die Bedeutung der Mannose im Stoffwechsel erértert 
und auf die bisher nicht beachtete Tatsache hingewiesen, daB dieser 
Zucker haufig in Begleitung von Chitosamin (Glucosamin) auftritt, 
das als 2 Amino-mannose zu gelten hat. 
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Orientierende Untersuchungen iiber die Viskositit 
von Gemischen hydrophiler Sole. 


Von 


H. G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan. 
(Mitteilung aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat in Leiden.) 
(Eingegangen am 17. Marz 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Bei unseren Untersuchungen iiber die Entmischungserscheinungen 
in kolloiden Systemen (= Koazervation') trafen wir auf eine Kategorie, 
von der wir annahmen, daB sie biologisch von Bedeutung sei. Wir 
meinen die Erscheinung, daB zwei Sole, die bei denselben Milieu- 
bedingungen (Temperatur, py usw.) jedes fiir sich véllig stabil sind, 
in bestimmten Verhaltnissen miteinander gemischt koazervieren. 


Eingehender untersuchten wir bereits ein ausgesprochenes Beispiel 
dieser Kategorie? (Gelatine + arabisches Gummi), wobei sich zeigte, 
daB an der Koazervation die beiden Kolloidkomponenten vermége 
ihrer entgegengesetzten kapillarelektrischen Ladungen teilnehmen. Bei 
Mischung der beiden isohydrischen Sole tritt in einem bestimmten 
pu-Gebiet Koazervation auf. In diesem Gebiet treten groBe Ab- 
weichungen von der Additivitat der Viskositat? auf, deren GréBe ein 
MaB fiir die Starke der Koazervation ist. An beiden Seiten dieses 
pu-Gebietes tritt keine Koazervation auf, und die Viskositat® ist dort 
praktisch additiv. In genannter Abhandlung brachten wir einige 
Beispiele anderer Kombinationen, in denen Koazervation nicht auf- 


1 H.G. Bungenberg de Jong und H. R. Kruyt, Proc. Roy. Acad. Amster- 


dam 32, 849, 1929; Kolloid-Zeitschr. 50, 39, 1930. 

2 H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, diese Zeitschr. 212, 
318, 1929. 

8 Genauer gesprochen ist anstatt Additivitat der Viskositat hier und 


" 


. - . . . ° *. Y 
im folgenden zu lesen: Additivitat der Werte “ 


tre 


pr 


au 
we 
mi 
au 
au 


ch 
tic 
sp 


ke 
ke 
ge 


ei 








n.) 


en 
Vir 
u- 
id, 


er- 





H. G. Bungenberg de Jong u. Ong. 8. G.: Viskositat usw. 167 


treten kann, da beide Solkomponenten negativ geladen sind (Agar 
+ Gummi arabicum, Agar + Amylum solubile, Gummi arabicum 
+- Amylum solubile), wobei dann auch die Viskositét der Solgemische 
praktisch additiv aus der der Komponenten berechnet werden kann. 


Es gibt indessen auch Umstiande, unter denen keine Koazervation 
auftritt und doch nichtsdestoweniger mehr oder weniger groBe Ab- 
weichungen des additiven Verhaltens vorhanden sein kénnen. Will 
man also die Abweichungen der Additivitat, die bei Koazervation 
auftreten, als Ma®B fiir die Starke der Koazervation im allgemeinen 
auch in anderen Fillen verwenden, so ist eine nihere Kenntnis der 
Faktoren, die bei Abwesenheit von Koazervation auch bereits Abwei- 
chungen des additiven Verhaltens verursachen, erwiinscht. Orien- 
tierende Untersuchungen iiber dieses Thema sollen im folgenden be- 
sprochen werden. ; 

2. Theoretisches. 

Mischt man a Volumina eines Sols A mit der relativen Vis- 
kositaét s4/N 9 mit 6 Volumina eines Sols B mit der relativen Vis- 
kositat ,/9, 80 wird im einfachsten Falle die folgende Berechnung 
gelten miissen: 


Ney — No a (ts - No b (‘ue — N% 
No a+b No ) ' “a ih No ). 
worin %sy/No die relative Viskositaét des Gemisches ist. 
Bedingungen, denen geniigt sein mub, sind: 
a) Beide Sole miissen dem Gesetz von Poiseuille folgen. 
b) Die Teilchen beider Sole miissen im Gemisch unabhangig von- 
einander erhalten bleiben. 


Ns4 — 1 Nep 
c) es lo una “Wt No 


No No 


miissen entweder klein. sein, oder 


falls sie etwas gréBer sind, diirfen sie nicht zu viel voneinander ab- 
weichen. 

d) Das Dispersionsmittel beider Sole muB die gleiche Zusammen- 
setzung haben. 

Wir besprechen diese Bedingungen der Reihe nach: 

Zu a): Wenn das Gesetz von Poiseuille nicht gilt, ist die Viskositat 
keine eindeutige Konstante, sondern wird je nach MaBgabe der 
Strémungsbedingungen anders sein, so dafs die Verhaltnisse wahr- 
scheinlich komplizierter werden. 


Zu b): Ist das Zeichen der kapillarelektrischen Ladung beider 
Sole entgegengesetzt, so kann Koazervation (Ultramikro-, Mikro- oder 
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Makro-) auftreten (vgl. Einleitung), was groBe Abweichungen der 
Additivitat zur Folge hat. 
NN. — 


No 


; " - ° y) ; be 
Zu c): Die Formel von Einstein ‘0 _ k@ gilt nur fiir sehr 


verdiinnte Sole. 


Bei etwas konzentrierteren Solen mu die Reihenentwicklung 
nach @ weiter fortgesetzt werden!: 
Ns — 
No 
Sind die Sole in der Viskositaét merklich verschieden, so wird man 
z. B. fiir das eine Sol die weiteren Glieder vernachlassigen diirfen, 
fiir das andere Sol aber nicht. Strikte Additivitat ist in diesem Falle 
nicht mehr zu erwarten. Bei etwas héherer, aber ungefahr gleicher 
Viskositat, wobei die weiteren Glieder der Reihe fiir beide Sole un- 
gefahr von gleichem Einflu8 sind, scheint Additivitat viel eher méglich. 
Eine Schwierigkeit bei hydrophilen Solen ist die Beantwortung der 
Frage, was man unter verdiinnten Solen zu verstehen hat. Es scheint 
uns, daB dies nicht nach der Konzentration der dispersen Phase, aus- 
gedriickt als Trockensubstanz, sondern nach der Viskositaét selbst zu 
beurteilen ist. Hinstein gibt an, daB seine lineare Viskositatsformel 
giultig sei bis zu m-Werten von etwa einigen Prozenten. Nimmt man 
k = 2,5 an, so wird strikte Additivitat noch fiir Sole mit einer relativen 
Viskositat bis zu etwa 1,05 zu erwarten sein. Praktisch wird man 
aber oft Sole mit viel héheren Viskositéten (z. B. 1,5) miteinander 
kombinieren wollen. Ein Urteil in diesen Dingen wird iiberdies er- 
schwert durch die unerwartete Abweichung in der Viskositatskonzen- 
trationskurve, die genauere Messungen gerade im Gebiet der kleinen 
Viskositatserh6hungen aufgedeckt haben?. 


Zu d): Sind die Solteilchen geladen, so daB fiir jedes der zu 
kombinierenden Sole die Viskositaét nach der Formel von Linstein- 
von Smoluchowski? : 


o — kg ao k, p's Ay 





Ns — No 1 (Ds ; 
= k 1 - 9 
No * xr n (5 ~ 


auch noch von x, der Leitfahigkeit, und §, dem elektrokinetischen 
Potential, abhingt, so kann Additivitét nur dann erwartet werden, 


1 von Smoluchowski, Kolloid-Zeitschr. 18, 190, 1916. 

2 H. R. Kruyt und H.G. Bungenberg de Jong, Kolloidchem. Beih. 28, 
1, 1928; H. R. Kruyt und H.J.C. Tendeloo, ebendaselbst 29, 396, 1929; 
H.G. Bungenberg de Jong und Ong SianGwan, ebendaselbst 31, 89, 1930. 

3 von Smoluchowski, 1. c. 
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wenn fiir jedes der beiden Sole der in Klammern gesetzte Ausdruck 
derselbe bleibt wie im Anfang. 


Selbstverstindlich wird man praktisch keine zwei Sole antreffen, 
die ein vollig gleiches Dispersionsmittel haben. In gut gereinigten 
Solen trifft man stets in kleinerem oder gréBerem Mabe Elek- 
trolytspuren an, so daB im allgemeinen bei der Mischung der 
elektroviskése Effekt jeder einzelnen Komponente einer Anderung 
unterliegen wird. 


8. Arbeitsweise. 


Betreffs der angewendeten Arbeitsweise der Viskositaétsmessungen ! 
und der Bereitung der Sole* verweisen wir auf andere) Veréffent- 
lichungen. 


Die in den Tabellen I bis VII, 1X bis XV mitgeteilten Messungen 
wurden bei 42°, die in den Tabellen VIII bis X bei 26° ausgefiihrt. 
Die am Kopfe der Tabellen angegebenen Kolloidkonzentrationen sind 
nur ungefahre Konzentrationen. Die Kenntnis der absoluten Kon- 
zentrationen ist fiir die Entscheidung der Frage, inwieweit die Addi- 
tivitat verwirklicht ist, nicht von Belang. Doch sind die Mischungen 
sorgfaltig (mit Stasspipetten) angesetzt worden, so daB das Mischungs- 
verhaltnis ein genaues ist. 


4. Kombinationen von zwei Solen, die beide dem Gesetz 
von Poiseuille folgen. 


In obengenannter Veréffentlichung* haben wir bereits drei Kom- 
binationen von Kohlehydratsolen ohne Elektrolytzusatz und drei 
bei Anwesenheit von 10 mg-Aquiv. Kaliumchlorid mitgeteilt, wobei 
Additivitat in befriedigendem Mabe vorhanden war. Wir fiigen 
hier noch eine Kombination hinzu, bei der die relativen Viskosi- 
taten bereits ziemlich gro sind und bereits etwas mehr vonein- 
ander abweichen. 


1 H.G. Bungenberg de Jong, Rec. Trav. Chim. 42, 1, 1923. 

* Gummi arabicum: H. R. Kruyt und H. J.C. Tendeloo, l.c. Es ist 
wesentlich, der dort angegebenen Vorschrift zur Bereitung des Sols zu 
folgen. Das Gummi-arabicum-Sol enthalt namlich ein amylolytisches Enzym, 
und wenn man das Kochen unterlaBt, so sinken die Viskosititen der Ge- 
mische mit Amylum solubile ziemlich schnell mit der Zeit. Amylum solu- 
bile: H.G. Bungenberg de Jong, Rec. Trav. Chim. 48, 189, 1924. Semen-Lini- 
und Carragheen -Schleim: H.G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, 
Kolloidchem. Beih. 29, 436, 1929. 

* H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, 1. e. 
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Tabelle I. 


0,5°,iges Gummi-arabicum-Sol + 1,35°,iges Amylum-solubile-Sol (Merck), 





. 0 
Mise hungsv erhaltnis in °/, Additivitat ** 


Peay, "|" ”,/"9 berechnet * 
Gummi arabic um "Amytum solubile Ff 
100 -- 1,475 
66,7 33,3 1,527 1,535 98,5 
33,3 66,7 1,582 1,597 97,5 
— 100 1,659 


* Berechnet mit Hilfe der ersten Formel aus Abschnitt 2. 
No af 
— o/ ber. 


Die Additivitat ist auch hier befriedigend erreicht. 


/) ey 10 
** Abkiirzung fiir 100 - | ————— . 
no exp 


i 
*M 


Bei einem folgenden Kombinationsversuch haben wir ein Amylum- 
solubile-Sol (Merck), in dem 10 mg-Aquiv. Calciumchlorid vorhanden 
waren, mit. einem Arabischen-Gummi-Sol ohne Elektrolyt miteinander 
gemischt. Dadurch wird das Dispersionsmittel des einen Sols erheblich 
von dem des anderen verschieden, so daB wir infolge der Bedingung d) 
aus dem Hauptstiick II starke Abweichungen des additiven Verhaltens 
erwarten miissen. Dies ist nach der Tabelle IT auch tatsachlich der Fall. 


Tabelle II. 


0,5°,iges Gummi-arabicum-Sol + 1,35°,iges Amylum-solubile-Sol (Merck) 
mit 10 mg-Aquivalenten Calciumchlorid. 





ep : tite aes@ 
Mise bangoverhilinis in °9 Additivitat 





Gummi arabic um Amylum solubile Nel "0 "el me ene of, 
100 - 1,596 
88,3 11,7 1,268 1,506 53,0 
66,7 33,3 1,268 1,505 53.1 
33,3 66.7 1,370 1,503 73,6 
—- 100 1,502 


Die Viskositatskombinationskurve (Abb. 1, A) zeigt ein tiefes Minimum, 
das natiirlich dadurch verursacht wird, daB bereits kleine Zusatze 
von Amylum solubile durch das mitgefiihrte Calciumchlorid in starkem 
MaBe den elektroviskosen Effekt des arabischen Gummis verschwinden 
lassen. (Die Additivitaétskurve zeigt denselben Verlauf wie Abb. 1.) 
Dab dies die wahre Ursache der Abweichung ist, geht auch aus den 
folgenden Messungen hervor, bei denen wir fiir die gleichen 
Mischungsverhaltnisse einerseits die Kombination Gummi arabicum 
+ Calciumchloridlésung 10 mg-Aquiv. — (Tabelle III, Abb. 1, B), 
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andererseits Amylum solubile (mit 10 mg-Aquiv. Calciumchlorid) 
+. destilliertes Wasser (Tabelle IV, Abb. 1, C) gemessen haben. 








Abb. 1. 


Mischung von 0,5°/9 igem 
Gummi-arabicum-Sol mit 
1,359 9 igem Amylum-solu- 
bile-Sol (Merck), in welcher 
letzteres Sol 10 mg-Aquiv 
Caleiumchlorid enthilt 


Ordinaten : 
Relative Viskositdten; 


Abszissen 
Mischungsverhalsnisse. 


A = experimentell bestimmte 
Kombinationskurve 


D = Kombinationskurve, 
berechnet aus den bei 
den experimentell be- 
stimmten Teilkurven 
Bund C 








Tabelle III. 


0,5°,ig. Gummi-arabicum-Sol + Caleiumchloridlésung, 10 mg-Aquivalente. 





Mischungsverhaltnis in ° . 
B zs Additivitat 


“ : ial n/N n,/"o berechnet 
Gummi arabicum Ca Cly-Lisung = ” 0 
100 — 1,506 
88,3 11,7 1,208 1,447 46,5 
66,7 33,3 1,107 1,338 31,7 
33,3 66,7 1,048 1,168 28,6 
_— 100 1,000 : 


Tabelle 1V. 
Destilliertes Wasser + 1,35°,iges Amylum-solubile-Sol (Werck) mit 
10 mg-Aquivalenten Calciumchlorid. 





Mischungsverhiltnis in ° , 


) 


Additivitat 


apres 3 ‘ 2,/"0 n,|%o berechnet 
Destill. Wasser Amylum solubile ! 
100 at 1.000 
88,3 11,7 1,048 1,059 81.4 
66,7 33,3 1,145 1,167 86,5 
33,3 66,7 1,309 1,335 92,2 
— 100 1,502 


Es ist also vor allem die Teilkurve des arabischen Gummis (Abb. 1, B), 
die sehr groBe Abweichungen von der Additivitat zeigt und die auch 
dem Verlaut der Kombinationskurve Abb. 1, A ihren Stempel auf- 
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driickt. DaB die Teilkurve von Amylum solubile ebenso, wenn 
auch in geringerem Mabe, von der geraden Linie nach einer Richtung 
hin abweicht, die man aus dem elektroviskésen Ausdruck nicht vor- 
hersehen kann, hat wahrscheinlich seinen Grund in dem unter c) in 
Hauptstiick I tiber die folgenden Glieder der Reihe Gesagten. 

Wenn nun diese folgenden Glieder vernachlassigt werden kénnten 
und ebenfalls der Einflu8 von Elektrolytspuren, die noch besonders 
in beiden Dispersionsmitteln vorhanden sind, so wird man die experi- 
mentell bestimmten Punkte der Kombinationskurve von Tabelle IT aus 
denen der Teilkurven (Tabelle II] und IV) berechnen kénnen. Man 
findet dann fiir 88,3°,, Gummi-arabicum-Sol den Wert 1,256 (namlich 
1 + 0,208 + 0,048); fiir 66,7°., Gummi-arabicum-Sol den Wert 1,252 
(namlich 1 + 0,107 + 0,145) und schlieBlich fiir 33,3°, Gummi- 
arabicum-Sol den Wert 1,357 (namlich 1 + 0,048 + 0,309). Die punk- 
tierte Kurve D in Abb. 1, die durch diese berechneten Punkte gezeichnet 
ist, liegt nur wenig tiefer als die versuchsmaBig bestimmte Kurve A. 

Wahrend man also grobe Abweichungen dann erhalt, wenn man 
dem einen Sol einen Elektrolyten zusetzt, dem anderen aber nicht, 
kann man erwarten, daB die Additivitat nahezu wiederhergestellt wird, 
wenn man auch dem anderen Sol dieselbe Menge Elektrolyt zufiigt. 
Dies ist, wie Tabelle V zeigt, tatsaichlich der Fall. 


Tabelle V. 
0,5°,iges Gummi-arabicum-Sol + 1,35°,iges Amylum-Sol (Merck) mit 
10 mg-Aquivalenten Calciumchlorid in beiden. 





y e sve is j 0 502 
ilechungs rhdltnis in °'9 Additivitat 


- — — = —_ ae LA "7/0 berechne 
Gummi arabicum Amylum solubile of ’ ie 1 beat 5 
109 — 1,137 
66,7 33,3 1,253 1,263 96,2 
33,3 66,7 1,380 1,390 97,4 
100 1,516 


Besonders wurden ebenfalls die beiden Teilkurven bestimmt (Tabellen VI 
und VII). 
Tabelle VI. 


0,5°,iges Gummi-arabicum-Sol, darin 10 mg-Aquivalente Calciumchlorid 
+ Caleiumchloridlésung (10 mg-Aquivalente). 





Mischungsverhaltnis in °/9 


snlbidleniamadsiads wARASEAS wires Additivitat 
Gummi arabicum ~~ Nf "0 1 ,{"o berechnet 
100 — 1,137 
66,7 33,3 1,090 1,091 99 
33,3 66,7 1,045 1,046 98 


100 1,000 
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Tabelle VII. 


Caleiumchloridlésung (10 mg-Aquivalente) 1,35°,iges Amylum-solubile- 
Sol (Merck), darin 10 mg-Aquivalente Calciumchlorid. 





Mischungsverhaltnis in °/) 


‘ In eo ' Additivitat 
‘alei *hlorid- _ (Pad 1 ./"9 berechnet 
Cale Soe rid Amylum solubile “0 
100 . 1.000 
66,7 33,3 1,154 1,172 89,5 
33,3 66,7 1,317 1,344 92,1 
100 1,516 


In Abb. 2 findet man die Kombinationskurve A und die beiden 
Teilkurven B und C. 








’ Fae pene eeenee cee moe 
Vs 
Tr 


¢g 


74} 


Abb. 2. 


Mischung von 0,5°/oigem Gummi-arabicum-Sol mit 1,35°/)igem Amylum-solubile-Sol (Merck). 
In beiden sind 10 mg-Aquiv. Calciumehlorid vorhanden. 
Ordinaten, Abszissen und A, B, C, D haben dieselbe Bedeutung wie in Abb. 1 


Die Teilkurve fiir das arabische Gummi ist nun hier praktisch 
eine gerade Linie, die fiir das Amylum-solubile-Sol aber wie in 
Tabelle IV deutlich gekriimmt. 

Die Kurve D wurde gezeichnet durch die Punkte, die man aus 
den beiden Teilkurven berechnen kann, namlich 1,244 (= 1 + 0,090 
+ 0,154) fiir 66,7°, Gummi-arabicum-Sol und 1,362 (= 1 + 0,045 
+ 0,317) fir 33,3°,, Gummi-arabicum-Sol. Auch diese Kurve fallt nur 
etwas niedriger aus als die durch Versuche bestimmte Kombinations- 
kurve A. 
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Bei den jetzt zu beschreibenden Kombinationsversuchen haben 
wir durch die Wahl der Konzentrationen absichtlich bewirkt, dab 


, U ‘ n ‘ ; = 
_ ‘© der beiden Komponenten sehr stark verschieden ist. Wir 


No 

verwendeten hier eine andere Sorte von léslicher Starke, naimlich die 
Hercules Sizing Starch der Huron Milling Co., die sehr wenig freie 
Elektrolyte als Verunreinigung enthalt. 

Die Untersuchung erfolgte bei 26° mit Viskosimetern, die eine 
sehr lange Durchlaufzeit fiir Wasser (etwa 5'/, Minuten) besaBen. 

Beim ersten Kombinationsversuch bereiteten wir Gemische der 
beiden Sole ohne Zugabe eines Elektrolyten (Tabeile VIII). 


T abe lle Vili. 





/59°yiges Huron-Starke-Sol 1/,°,iges Gummi-arabicum-Sol. 
Mischungsverhiltnis in °/9 \dditivitut 
n./No r IN berechnet 
Gummi arabicum Amylum solubile " *" 
100 -- 1,339 
80 20 1,253 1,277 102 
66,7 33,3 1,249 1.236 105 
50 50 1,207 1,184 118 
33,3 66,7 1,160 1.133 120 
20 80 1,110 1.092 120 
6,7 93,3 1,053 1.051 104 
— 100 1,030 


Wie sich aus der letzten Spalte von Tabelle VIII ergibt, sind wir 
hier auf einen neuen Kombinationstyp gestoBen, bei dem die experi- 





% von Addit 


0 20 40 60 80 T0 


“cy Ww 


Gummi Amylum 
Arabikum solubile 
Abb. 3. 
Additivitatskurven von Gemischen von 1/29 °/sigem Huron-Starke-Sol + '/, °/oigem Gummi- 
arabicum-Sol. A Ohne Zusatz von Elektrolyt. 3B Nur das Stiirkesol enth&lt 3,3 mg-Aquiv 
Kaliumsulfat. C Beide Sole enthalten 3,3 mg-Aquiv. Kaliumsulfat. 


0 


No verhiltnisse. 


a iti ie : 
i 10 r aa : ; : 
Ordinaten: 100 - ( , ) ( —. ) = Additivitit in °/>. Abszissen: Mischungs- 
exp. Ns "0/ ber. 





nen 
lie 
Ur 
Gun 
besit 
die ' 
waht 
wenl 
Ande 
Die 
\ddi 


aussi 


wir | 
in de 


y 


(umm 


I 
also g 
dadur 
stark 
iiberd 
Kurve 
einanc 
Einflu 

F 
arabic 


(Tabel 








~~ 


mi- 
1iV 





Viskositét von Gemischen hydrophiler Sole. 175 


nentell gefundene Viskositat gréBer ist als die berechnete. (Vgl. hierzu 
lie Additivitatskurve Abb. 3, A.) Dieses Verhalten der Additivitats- 
kurve wird nun dadurch verursacht, daB die Teilkurve des arabischen 
Gummisols kombiniert mit Wasser selbst einen gekriimmten Verlauf 
besitzt, wie aus den Untersuchungen von Kruyt und Tendeloo! iiber 
die Viskositatskonzentrationskurve des arabischen Gummisols folgt, 
wihrend das Dispersionsmittel des hier verwendeten Starkesols so 
wenig Elektrolyte enthalt, daB sie im Solgemisch keine eingreifenden 
Anderungen im Verhalten des Gummi-arabicum-Sols zustande bringen. 
Die Wahl der Solkonzentrationen untereinander bewirkt also, daB die 
\dditivitétskurve ganz wie die Teilkurve des Gummi-arabicum-Sols 
aussieht. 

In dem folgenden Kombinationsversuch (Tabelle 1X) kombinierten 


wir dasselbe Gummi-arabicum-Sol mit '/,.°,igem Huron-Starke-Sol, 
in dem 3,3 mg-Aquiv. Kaliumsulfat vorhanden waren. 


Tabelle IX. 


159° iges Huron-Starke-Sol, darin 3,3 mg-Aquivalente Kaliumsulfat 
1/,°,iges Gummi-arabicum-Sol. 





Mischungsverhiltnis in °/9 


aa nn nr i n_Ino berechnet Additivitit 
Gummi arabicum Amylum solubile *| 8 n 
100 _ 1,339 
88.9 11,1 1,201 1,303 66 
66,7 33,3 1,106 1,230 46 
33,3 66,7 1,051 1,121 42 
11,1 88.9 1,024 1,048 50 
— 100 1,012 


Durch diesen geringen Elektrolytgehalt in dem einen Sol entstehen 
also groBe Abweichungen von der Additivitaét (Abb. 3, B). Dies wird 
dadurch verursacht, da die Gummi-arabicum-Teilkurve selbst sehr 
stark gekriimmt ist; denn gleichzeitig mit der Verdiinnung nimmt 
iiberdies der elektroviskose Effekt stark ab (im Sinne von Abb. 1, 
Kurve B), wahrend durch die Wahl der Anfangsviskositaten der mit- 
einander zu mischenden Sole gerade diese Teilkurve einen iiberwiegenden 
EinfluB auf den Verlauf der Kombinationskurve ausiibt. 

Fiigen wir nun noch 3,3 mg-Aquiv. Kaliumsulfat zu dem Gummi- 
arabicum-Sol hinzu, so ist wieder praktisch Additivitit eingetreten 
(Tabelle X und Abb. 3, C). 


1 H.R. Kruyt und Tendeloo, |. c. 
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Tabelle X. 
1 oO 


1/,,°>ig. Huron-Starke-Sol mit 3,3 mg-Aquivalenten Kaliumsulfat + '/,°, ig 
Gummi-arabicum-Sol mit 3,3 mg-Aquivalenten Kaliumsulfat. 





Mischungeverhiltais in °/, PF Additivitat 
Gummi arabicum Amylum solubile “4% ee % 
100 - 1,125 
66.7 33,3 1,083 1,087 96 
33.3 66,7 1,048 1,050 96 
an 100 1.012 


5. Kombinationen zweier Sole, von denen nur eines dem Gesetz von 
Poiseuille folgt. 


Wenn beide Sole dem Gesetz von Poiseuille folgen, ist die Vis- 
kositat eine von dem Viskosimeter unabhangige GréBe, wenn das 
verwendete Viskosimeter vom hydrodynamischen Gesichtspunkt aus 
gut dimensioniert ist. Bei den Untersuchungen in diesem und im 
folgenden Hauptstiick machten wir von einem bereits friiher be- 
schriebenen! Viskosimeter Gebrauch, mit dem es médglich ist, die 
mittlere Strémungsgeschwindigkeit in der Kapillare zu variieren. Ein 
Ma8 fiir die mittlere Strémungsgeschwindigkeit ist die GréBe h//. 
Jede der Komponenten eines Gemisches wurde in diesem gleichen 
Viskosimeter bei drei Werten von h/l (= 1,09, 0,81, 0,54) bei 42° ge- 
messen (ebenso wie die iibrigen Messungen in diesem und im folgenden 
Hauptstiick). 

In der zunachst folgenden Versuchsreihe (Tabelle XI) kombinierten 
wir ein Amylum-solubile-Sol (Merck), das dem Gesetz von Poiseuille 
(nach den iibereinstimmenden Zahlen bei den drei verschiedenen 
Strémungsbedingungen) folgt, mit einem Semen-Lini-Schleim-Sol, das 
starke Abweichungen zeigt. 


Tabelle XI. 


1,25°,iges Amylum-solubile-Sol + 0,05°,iges Semen-Lini-Sol. 








was < “ee n/N n,|% berechnet Additivitat in %/, 
salubile in Aji-=1,09 0.81 | 054 1,09 O81 O54 1,09 O81 6,54 
100 a 1,578 1.577 1,579 
66,7 33,3 1.527 1,531 1,535 1,598 1,628 1,644 88,1 84,6 83,1 
33,3 66,7 1,527 1,559 1,562 1,619 1,679 1,708 85,1 81,0 79,4 
14,3 85,7 1,579 1,606 1,630 1,630 1,708 1,745 91,9 85,6 84,6 
— 100 1,639 1.730 1,773 


1 H.G. Bungenberg de Jong, Rec. Trav. Chim. 42, 1, 1923. 
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Diese beiden Sole verhalten sich also bei der Kombination nicht additiv. 
Wenn wir auch vermuten, dab die Abweichungen zum Teil auf einem 
Nicht-identisch-sein der Dispersionsmittel beruhen (vgl. die Kombi- 
nation Semen Lini + Gummi arabicum, unten), scheint aber doch eine 
grundsatzliche Abweichung zu bestehen infolge der Nichtgiiltigkeit des 
Gesetzes von Poiseuille fir die eine Komponente, welche aus dem Gang 
der Additivitatszahlen bei Anderung der Werte fiir h/l hervorgeht. 


Einen gewissen Vergleich gewahrt die Kombination Gummi arabicum 
+ Semen Lini (Tabelle XII). Die Kombinationskurven fiir jede der 


Tabelle X11. 


0,5°,iges Gummi-arabicum-Sol + 0,05°,iges Semen-Lini-Sol 





soi pcoeas n,|"o "| %o berechnet Additivitat in 
a. Bty hil=1,09 O81 054 1,09 0,81 0.54 1,09 O81 O54 
100 — 1,509 1,511 1,510 
66,7 33,3 1486 1,492 1,494 1,552 1,584 1,598 88,0 842 82,6 
33,3 66,7 1,496 1,505 1,516 1,596 1,657 1,685 83.2 76.9 75.3 
14,3 85,7 1,541 1,556 1,575 1,620 1,699 1,735 87,3 79,5 78,2 
— 100 1,639 1,730 1,773 


drei Strémungsbedingungen sind in Abb. 4 gezeigt. Von Additivitat 
ist dabei keine Rede. Auch sind die Abweichungen von der Additivitat 
bei jeder Strémungsbedingung verschieden. 
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Abb. 4. 


Mischung von 1/,° 9igem Gummi-arabicum-Sol mit 0,05 ° 


igem Semen-Lini-Sol 


Ordinaten: Relative Viskositaten. Abszissen: Mischungsverhaltnisse. Die Zahlen sind ein 
MaB fiir die durch die Dimensionen des Viskosimeters festgelegten Strémungsbedingungen, 
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Da nun aus friiheren Versuchen! sich ergeben hat, daB das Semen- 
Lini-Sol auBerst empfindlich ist gegen Elektrolyte, und Elektrolytspuren 
im Dispersionsmittel des Gummi-arabicum-Sols (bzw. des Amylum- 
solubile-Sols) diese Abweichungen zum Teil erklaren wiirden, haben 
wir die beiden Sole von Tabelle XII nochmals bei konstanter An- 
wesenheit von 2,5 mg-Aquiv. Calciumchlorid kombiniert und die Sol- 
anfangskonzentrationen so gewahlt, dab jetzt nach Fortnahme eines 
groBen Teiles des elektroviskésen Effektes von beiden Komponenten 
die Solviskositaten wieder ungefahr von derselben GréBenordnung sind 
wie in Tabelle XII (vgl. Tabelle XIII). 


Tabelle XIII. 


1,2°,iges Gummi-arabicum-Sol + 0,2°,iges Semen-Lini-Sol, beide mit 
2,5 mg-Aquivalenten Calciumchlorid. 





—— n,[%0 ",/"o berechnet Additivitat in °/9 
Gummi | Semen = j;—1,09 | 0,81 0,54 1,09 | 0,81 054 1,09 0.81 0,54 
arabicum Lini 
100 -- 1,527 1,529 1,529 
66,7 33,3 1,552 1,561 1,569 1,587 1,597 1,603 94,0 94,0 | 94.4 
33,3 66,7 1,611 1,622 1,636 1,647 1,665 1,676 944 93,5) 941 
- 100 1,707 1,733 1,750 


Die Abweichungen von der Additivitaét sind nun in der Tat viel kleiner 
geworden. 


6. Kombinationen zweier Sole, von denen keines dem Gesetz von 
Poiseuille folgt. 


In Tabelle XIV findet man die Messungen aus der Kombination 
Carragheen-Sol + Semen-Lini-Sol. 


Tabelle XIV. 


1/s99°oiges Carragheen-Sol + 1/,)°,iges Semen-Lini-Sol. 








aeeene “2 Sanne n,/"o "| "0 berechnet Additivitit in ° 

0 
Carra- Semen = y= 1.09 0,81 0,54 1,09 0.81 0.54 1.09 O81 0.54 
gheen Lini 

100 _ 1,591 1,701 1,846 


66,7 33,3 | 1,578 1,636 1,708 1,589| 1,677 1,786 98,1 93,9 | 90,1 
33,3 66,7 1,579 1,626 1,676 1,586 | 1,652 1,726 988 96,0 | 93,1 
— 100 1,584 1,628 1,666 


1 H.G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, Kolloidchem. Beih., |. c. 
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Die Kombinationskurven fiir jede der drei Str6mungsbedingungen 
sind in Abb. 5 wiedergegeben. 




















ss00! 
Carragheen Semen Lin 
Abb. 5. 


Mischung eines 1/299 °/gigen Carragheen-Sols mit einem 1/49 °/pigen Semen-Lini-Sol 
Ordinaten, Abszissen und Zahlen wie in Abb. 4. 


70 20 30 40 50 60 70 80 90 10 


Die Abweichungen von der Additivitat sind hier prozentual nicht 
so groB wie bei den in der Tabelle XI und XII untersuchten Kombi- 
nationen. Dies steht unseres Erachtens unter anderem mit den relativ 
sehr kleinen verunreinigenden Elektrolytspuren im Carragheen- und 
Semen-Lini-Sol in Verbindung, wie sich das aus dem sehr groBen Ein- 
flu8 von Elektrolytspuren auf die Viskositat' ergibt. Eine Verbesserung 
der Additivitét wurde auch hier dadurch erreicht, daB zu beiden Solen 
eine gleiche geringe Menge Elektrolyt (0,96 mg-Aquiv. Kaliumchlorid) 
zugefiigt wurde (Tabelle XV). 


Tabelle XV. 


1/3059 iges Carragheen-Sol + '/,)°,iges Semen-Lini-Sol, 
in beiden 0,96 mg-Aquivalente Kaliumchlorid. 





tenes "| "0 Ne No berechnet Additivitat in ° 5 
Carra- Semen —§ yi7—1.09 , 0,81 0,54 1,09 O81 0,54 1,09 | O81 | 0.54 
gheen Lini , 

109 — 1,245 1,270 1,297 
66,7 33.3 1.248 | 1,267 1,285 1,256 1,277 ' 1,297 96.9 96.4 | 96,0 
33.3 66.7 1.258 | 1.272 1,288 1,266 1,283 1,297 97,0 , 96,1 | 97.0 


100 1,277 | 1,290 1,297 


1 H.G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, 1. ¢. 
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Zusammenfassung. 


1. Fir Gemische von zwei hydrophilen Solen kann man im ein- 


Y,—¥ 


fachsten Falle Additivitat der Werte ° erwarten. 


No 
2. Dabei miissen die folgenden Bedingungen erfiillt sein: 

a) Beide Sole miissen dem Gesetz von Poiseuille folgen. 

b) Die Teilchen beider Sole miissen im Gemisch ihre Indi- 
vidualitat behalten. Es darf also keine gemeinschaftliche 
Koazervation infolge entgegengesetzter kapillarelektrischer 
Ladungen auftreten. 


=e. 


No 
klein sein, oder wenn sie etwas gréBer sind, diirfen sie sich 
nicht zu viel voneinander unterscheiden. 
d) Das Dispersionsmittel beider Sole muB dieselbe Zusammen- 
setzung besitzen. 


? . a : - ” 
c) Die Werte fiir we von beiden Solen miissen entweder 


3. An Gemischen von Gummi-arabicum- und Amylum-solubile-Solen 
wurde nachgewiesen, daB die Bedingung d) von besonderer Bedeutung 
ist, wenn elektroviskése Effekte vorliegen. 


Zusatz von geringen Elektrolytmengen zu dem einen Sol (Amylum) 
vernichtet die urspriinglich ziemlich zutreffende Additivitat, so daB die 


Ns 


— No -Werte der Gemische kleiner (in 
No 
unserem Falle bis zu 47°.) sind als die nach der Mischungsregel be- 


rechneten. 


versuchsmaBig bestimmten 


4. Zusatz derselben Elektrolytmenge auch zu dem anderen Sol 
stellt die Additivitat wieder her. 


5. Die experimentell gefundenen Kombinationskurven lassen sich 
in Anndherung aus den experimentell bestimmten Teilkurven fiir jede 
der beiden Komponenten berechnen. 


6. Ein Beispiel fiir Abweichungen infolge des Nicht-erfiillt-seins der 
Bedingung c) liefert dieselbe Kombination, wenn man das Amylum-solu- 
bile-Sol sehr viel weniger konzentriert nimmt und eine sehr wenig 
freie Elektrolyte enthaltende Sorte benutzt. Infolgedessen itiberwiegt 
der konvexe Verlauf der Teilkurve (d. i. der Viskositaétskonzentrations- 
kurve) des Gummi-arabicum-Sols im Verlauf der Kombinations- 


, . oe an . 
kurve. In unserem Falle werden dadurch die Werte fur ““ '0 bis 
No 


zu 20°, héher als die nach der Mischungsregel berechneten. 
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7. Zusatz einer geringen Elektrolytmenge (3,3 mg Aquiv. K,SQ,) 
wie unter 3 und 4 macht auch hier die Kombinationskurve stark 
konkav (Abweichung der Additivitét bis zu 58°,), bzw. nahezu 
geradlinig. 

8. Wenn gemeinsame Koazervation auftritt (z. B. infolge von 
entgegengesetzten kapillarelektrischen Ladungen), ist die Bedingung b) 
nicht linger erfillt. Es kénnen dann sehr grobe Abweichungen der 


Ys — Vy 


Additivitat von ® auftreten. 


"lo 
9. Einige Kombinationen mit Solen, fiir die Bedingung a) nicht 


erfiillt ist (Semen-Lini- und Carragheen-Schleim), wurden mit in Unter- 
suchung genommen. Unsere Befunde scheinen darauf hinzuweisen, dab 
die unter d) genannte Ursache auch hier die Abweichungen der Addi- 
tivitat vergréBern kann. 








; 


eit nin ant 


Se 


Zur Kenntnis der Komplex-koazervation. 


Il. Mitteilung: 
Serumalbumin — Gummi arabicum. 


Von 


H. G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan. 
(Mitteilung aus dem biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 


(Eingegangen am 17. Marz 1930.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Die vorliegende und die folgenden Mitteilungen, welche unter dem 
obengenannten gemeinschaftlichen Titel veréffentlicht werden sollen, 
bilden die Fortsetzung einer Untersuchung, die von dem einen von uns 
und W. A. L. Dekker unter dem Titel ,,Ausflockung und Entmischung* 
bereits in dieser Zeitschrift ver6ffentlicht! worden ist. Darin wiesen wir 
kurz auf die nahe Verwandtschaft zwischen Ausflockung und Ent- 
mischung hin und beschrieben ausfiihrlicher ein typisches Vorbild von 
Entmischung in hydrophilen kolloiden Systemen, wobei namlich zwei 
Kolloide gemeinsam an der Entmischung teilnehmen. Inzwischen haben 
H. R. Kruyt und einer von uns an anderer Stelle? ausfiihrlichere Mit- 
teilungen tiber Entmischungserscheinungen in kolloiden Systemen im 
allgemeinen gebracht und eine vorliufige Theorie iiber deren Wesen 
aufgestellt. Aus verschiedenen Griinden hielten sie es aber fiir zweck- 
maBiger, die betreffende Erscheinung mit einem besonderen Ausdruck 
— Koazervation® — zu benennen und den Ausdruck Entmischung fiir 
die Falle zu reservieren, in denen er bereits eine bestimmte Bedeutung 
hat, namlich fiir die betreffenden Erscheinungen in wahren Lésungen. 

Die Erscheinung, der wir in kolloiden Systemen begegnen, gleicht nur 
auBerlich der Entmischung. Es handelt sich hier um die sichtbare Ab- 


' H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, diese Zeitschr. 212, 
318, 1929. 

2 H.G. Bungenberg de Jong und H. R. Kruyt, Proc. Roy. Acad. Amster- 
dam 82, 849, 1929; Kolloid-Zeitschr. 50, 39, 1930. 

8 acervus = Haufe; die Wahl des Wortes wird naher erliutert in H. G. 
Bungenberg de Jong und H. R. Kruyt, 1. e. 
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scheidung der dispersen Phase in einer kondensierteren fliissigen 
kolloidreichen Phase, ohne daB sich dabei streng genommen die 
Phasenzahl zu verindern braucht. Die Anderungen, denen das kolloide 
Teilchen unterliegen muB, damit Koazervation auftritt, sind dann auch 
in der Hauptsache Anderungen der typischen Grenzflachenerschei- 
nungen: Kapillarelektrische Ladung und Solvation. 

Was die Koazervation einer einfachen kolloiden Lésung betrifft, 
so muB ihr eine geniigende Entladung und geniigende Desolvatation 
vorangehen. 

Bei der Koazervation in Mischungen von Gelatine- und Gummi- 
arabicum-Sol liegt primar jedoch etwas ganz anderes vor. Hauptbe- 
dingung ist, daB ein geniigender Gegensatz der kapillarelektrischen 
Ladungen vorhanden sein muB. 

Entladung, durch Zusatz von Elektrolyten hervorgebracht, hebt 
hier gerade die Koazervation auf. Diese letztere Kategorie der Ko- 
azervation bildet den Untersuchungsgegenstand dieser Reihe von Mit- 
teilungen. 


2. Einteilung der Koazervate. 


Es scheint uns, daB man wohl folgende Einteilung der Ko- 
azervate (Koazervat = kolloidreiche fliissige Phase, die sich bei der 
Koazervation abscheidet) vornehmen kann: 


I. Einfache Koazervate. 


Das Koazervat besteht nur aus einer Art kolloider Teilchen. Vor- 
bedingung fiir das Zustandekommen der Koazervation ist eine geniigende 
Entladung und eine geniigende Desolvatation. Beispiele: Isoelektrisches 
Gelatinesol + Alkohol; Isoelektrisches Gelatinesol + (Poly-)Phenol; 
Gelatinesol + Natriumsulfat usw. 


Il. Zusammengesetzte Koazervate. 


Das Koazervat besteht aus zwei oder mehr Arten kolloider Teilchen. 
Man kann nun aber innerhalb dieser Gruppe noch unterscheiden: 


A. Mischkoazervate, wenn bei den gegebenen Milieubedingungen 
jedes der miteinander gemischten Sole, wenn es allein vorhanden wire, 
auch bereits koazervieren wiirde und die betreffenden einfachen Ko- 
azervate miteinander mischbar sind. Die Bedingungen fir das Zustande- 
kommen von Mischkoazervaten sind also dieselben, wie sie fiir einfache 
Koazervation gelten. Ein Beispiel von einem Mischkoazervat kennen 
wir indes noch nicht. 


B. Komplexkoazervate. Unter den gegebenen Milieubedingungen ist 
jedes der miteinander gemischten Sole, wenn es allein vorhanden ware, 
stabil. Unter den Bedingungen fiir das Zustandekommen der Ko- 
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azervation spielt das Vorhandensein eines geniigenden kapillarelek- 
trischen Gegensatzes eine sehr wichtige Rolle. Beispiele: Gelatine 
+ Gummi-arabicum-Sol usw. in einem bestimmten py-Gebiet. 


Tritt Koazervation in einem Gemisch von zwei Solen auf, dann 
kénnen theoretisch also vier Faille vorliegen: 

a) Die Teilchen von nur einer Art bilden ein einfaches Koazervat: 

b) die beiden Teilchenarten geben einfache Koazervate, die nicht 
mischbar sind; 

c) es entsteht ein Mischkoazervat; 

d) es bildet sich ein Komplexkoazervat. 


3. Herkunft und Reinigung der Kolloidsubstanzen und vorbereitende 
Untersuchung ihrer Sole. 


Das verwendete Gummi arabicum war dasselbe, das wir bei unserer 
Untersuchung der Kombination Gelatine + Gummiarabicum! benutzten. 
Das Serumalbuminsol haben wir zw~’ 1 (I und II) bereitet in der 
Hauptsache nach der Vorschrift von The Svedberg und Bertil Sjégren?. 
Nach der Kristallisation, bei der wir indes keine schénen Kristalle 
erhalten haben, dialysierten wir wahrend dreier Tage in einem Stern- 
dialvsator (Praparat I bei 15° mit toluolhaltigem destilliertem Wasser 
und Praparat IT bei etwa 2° ohne Zusatz von Toluol). Eine Elektrodialyse 
haben wir aber hierauf nicht folgen lassen. Auf diese Weise erhielten wir 
zwei Sole, die ein py von 4,10 bzw. 4,18 besaBen. Fiir beide Sole 
bestimmten wir mit der Wasserstoffelektrode eine Titrationskurve fiir 
die zugefiigte Salzsiure bzw. Natronlauge, wahrend wir fiir das Pra- 
parat II ebenfalls eine Viskositaét-py-Kurve bei 26,2° fir eine End- 
konzentration von 0,64°, Serumalbumin ermittelten (Tabelle I). 


Tabelle I. 





PH Me Aussehen 
"0 

2,73 1,101 klar 

2,87 1,113 - 

3,67 1,070 . 

4,18 1,035 a 

4,84 1,025 sehr schwach opaleszierend 
5,5 1,024 stark opaleszierend 
5,9 1,025 ‘ is 

tot 1,031 klar 

10,9 1,039 = 
12,0 1,064 » 


1 H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, 1. c. 
2 The Svedberg und Bertil Sjégren, Journ. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 
1928. 
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Gewisse Befremdung erweckt die Lage des Viskositatsminimums 
und das Stabilitaétsverhalten. Wahrend man das Serumalbumin zu den 
isostabilen EiweiBstoffen mit py — etwa 4,8 als isoelektrischem Punkt 
rechnet, finden wir hier eine starke Opaleszenz bei py = 5,5 bis 5,9. 
Wir kénnen uns hier nicht dem Eindruck entziehen, da trotz der 
angewendeten VorsichtsmaBregeln unser Sol neben nativem EiweiB auch 
bereits eine merkliche Menge denaturiertes Serumalbumin enthalt. 
Dies liefert uns dann gleichzeitig eine Erklirung dafiir, daB bei py 
= 4,8 bis 5,5 bei den Kombinationsproben Verwicklungen auftraten 
(vgl. Abschnitt 7). Die Tatsache, daB das Sol bei der Dialyse auf 
pu = 4,18 kommt, hat zur Folge, daB ein Sol, mit Lauge auf pa = 5,5 
gebracht, notwendigerweise Neutralsalz enthalten muB. Dies kann mit 
zu einer Verschiebung des isoelektrischen Punktes! beitragen. Dieser 
Gehalt an Neutralsalzen wird iibrigens einen erheblichen EinfluB auf das 
Verhalten der ,,Additivitétskurven“ ausiiben (vgl. Abschnitt 6). 

Um Anderungen mit der Zeit méglichst auszuschlieBen, wurde das 
Serumalbumin- und das Gummu-aiabicum-Stammsol nach Zusatz einiger 
Tropfen Toluol bei 0 bis 5° aufbewabrt. 


4. Methodik der Viskosimetrie. 


Die angewendete Methodik der Viskositaétsmessungen wurde bereits 
friiher an anderer Stelle beschrieben. Um eventuelle Denaturierungs- 
erscheinungen wahrend der Messung méglichst auszuschlieBen, wahlten 
wir eine niedrigere Temperatur (26,2°) als friiher bei der Kombination 
Gelatine -- Gummi arabicum. Dort war eine héhere Temperatur (42°) ge- 
boten, um den ersten Anfang der Gelatinierung des Gelatinesols zu verhindern. 
Hier jedoch besteht keine Gefahr betreffs Gelatinierungserscheinungen, 
wahrend eine héhere Temperatur gerade die Denaturationsgeschwindigkeit 
des Serumalbumins im Koazervat stark beschleunigt (vgl. Abschnitt 13). 

Wahrend bei der Kombination Gelatine + Gummi arabicum alle 
koazervierenden Gemische mit wenigen Ausnahmen (gerade bei dem optimalen 
Mischungsverhiltnis) konstante Durchlaufzeiten im Viskosimeter ergaben, 
tritt hier der MiBstand auf, da8 in einem viel breiteren Gebiet von Mischungs- 
verhaltnissen die Koazervattrépfchen wahrend der Messung merklich 
sedimentierten, so daB eine zweite Durchlaufzeit fiir das koazervierende 
Gemisch deutlich kleiner ist als die erste. Wir haben dann stets diese erste 
Durchlaufzeit, unmittelbar nach der Mischung gemessen, in Rechnung 
gesetzt, obwohl auch diese wahrscheinlich bereits etwas zu kurz sein wird. 
Jene Werte sind in den Tabellen in Klammern gesetzt. Die Additivitats- 
kurven sind durch die Punkte, bei denen sich diese Erscheinung zeigt, 
gestrichelt, durch die Punkte mit konstanten Durchlaufzeiten ausgezogen 
gezeichnet. Die relativen Viskosititen der beiden miteinander zu mischenden 
Sole und besonders der Solgemische waren oft nur wenig héher als die 
Einheit (Wasser von 26,2° = 1,000). Um diese mit geniigender Genauig- 
keit messen zu kénnen, machten wir von zwei Viskosimetern mit langen 
Durchlaufzeiten (etwa 6 Minuten) Gebrauch, die mit destilliertem Wasser 


1 H.R. Kruyt und H.J.C. Tendeloo, Kolloidchem. Beih. 29, 413, 1929. 
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und mit einem Glycerin-Wassergemisch (relative Viskositait etwa 2) genau 
gegeneinander geeicht waren. Die Zeitmessungen sind infolgedessen bis auf 
eine Einheit der dritten Dezimale genau. Praktisch konnten wir den geringen 
Dichteunterschied der beiden Sole gegen Wasser von derselben Temperatur 
vernachlassigen, so daB wir mit der Messung der Durchlaufzeiten zufrieden 
sein konnten. 
/— 5. Untersuchung auf Additivitit 
von bei Mischungen von isohydrischen Serumalbumin- und 
"© Gummi-arabicum-Solen bei verinderlichem px. 


In der ersten Mitteilung dieser Reihe haben wir gezeigt, daB die 
Bildung von Komplexkoazervaten in Mischungen von isohydrischen 
Gelatine- und Gummi-arabicum-Solen verbunden ist mit groBen Ab- 
Ns— "No. 

"No 
dieser Abweichungen erwies sich als MaBstab fiir die Starke der Ko- 
azervation. Stets fiel das Minimum der ,,Additivitats‘‘-Kurve auf das- 
selbe Mischungsverhiltnis wie die optimale Koazervation. 


weichungen der Additivitat von Die prozentuale GréBe 
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Serum Alb Gummi Arab. 
Abb. 1. 
Additivitatskurven fiir Gemische eines 0,64° igen Serumalbumins und eines 0,50° ,igen 
Gummi-arabicum-Sols bei variiertem py-Wert. 
Abszissen: Mischungsverhiltnisse in Prozenten des Gummisols. 
: te Cs PR: ne ( "9 
Ordinaten: Prozente des additiven Betrages = 100- - ) . ) 
"0 exp N, — "0/ber. 
Das Gebiet der starksten Koazervation ist punktiert gezeichnet. Weiter gibt x Gemische an, 
die keine mikroskopisch sichtbaren Koazervattripfchen enthalten, @ solche, in denen sie 
deutlich sichtbar und positiv geladen, () Gemische, in denen sie ebenfalls sichtbar, aber 
negativ geladen sind. 
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Zuniachst wollen wir in diesem Abschnitt untersuchen, ob das hier 
auch der Fall ist. 


Wir bereiteten also an Hand der Titrationskurven je ein Serum- 
albumin- und ein Gummi-arabicum-Sol von demselben py und maBen 
hiervon und von einer Anzahl von Mischungen die Viskositat. Die 
Endkonzentrationen der beiden miteinander zu mischenden Sole waren 
in jeder Versuchsreihe konstant, und zwar fiir die erste Reihe (Tabelle 11) 
0,64°,, fiir das Serumalbumin (bereitet aus dem Stammsol I) und 
0,50 %, fiir das Gummi arabicum, und fiir die zweite Reihe (Tabelle IT) 
0,64 °%, fiir das Serumalbumin (bereitet aus Stammsol II) und 0,33 °, 
fiir das Gummi arabicum. Jede Reihe wurde innerhalb eines Zeitraumes 
von 48 Stunden gemessen, um die Kurven soweit als méglich miteinander 
vergleichbar werden zu lassen. in den Tabellen findet man die experi- 


mentell gefundenen Viskositaéten in Spalte 3, wahrend man die mittels 
?) ? 
der Mischungsregel fiir vollkommene Additivitét der Werte = 
No 
berechneten Viskosititen in Spalte 4 findet. Spalte 5 gibt an, wieviel 
/ —_ ) — 
Prozent (™ ») von (= "Mo 
No exp. No 
als Funktion des Mischungsverhiltnisses sind fiir die erste Reihe in 
Abb. 1 und fiir die zweite Reihe in Abb. 2 wiedergegeben. 


) betragt. Diese Prozentzahlen 
ber. 
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Abb. 2. 


Additivititskurven fiir Gemische eines 0,64°/,igen Serumalbumins und eines 0,33 °/9igen 
Gummi-arabicum-Sols bei variiertem Pu-Wert. (Erklairungen siehe unter Abb. 1). 
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In diesen Abbildungen ist das Gebiet sehr starker Koazervation fii 
jede Kurve punktiert gezeichnet (vgl. Abschnitt 4). Ein Blick auf dies: 
Kurven lehrt, daB auch hier ebenso wie bei der Kombination Gelatin: 

Gummi arabicum im wesentlichen eine starke Koazervation mit dem 
Minimum der ,,Additivitaétskurve’ zusammenfallt. 


6. Ursache des abweichenden Verlaufs der Additivitiitskurven oberhalb 
Pu 4,2. 

Eine nihere Betrachtung der Kurven lehrt jedoch, daB gegeniibe: 
der entsprechenden fiir die Kombination Gelatine + Gummi arabicum ! 
Unterschiede bestehen: 

1. Uber pa = 4,2 fallt die optimale Koazervation nicht mehr mit 
dem Minimum der Additivitétskurven zusammen, sondern liegt auf 
dem linken Ast. 

2. Bei px-Werten, héher als dem isoelektrischen Punkt ent- 
spricht (Reihe Il py = 5,5 und 7,7), bleiben noch sehr groBe Ab- 
weichungen der Additivitaét bestehen, waihrend bei der Kombination 
Gelatine + Gummi arabicum (pq = 5,06) die Additivitét dann voll- 
stindig war. 

Eine Aufklarung der Ursachen, die diese auffallenden Unterschiede 
zwischen beiden genannten Kombinationen hervorbringen, scheint uns 
von groBer Bedeutung fiir die Brauchbarkeit der viskosimetrischen 


Methode, um aus den Abweichungen der Additivitaét von Me = Mo 

0 
auf die Bildung von Komplexkoazervaten zu schlieBen. Bei der Kombi- 
nation Gelatine + Gummi arbicum gaben wir an, daB die Bildung von 
Komplexkoazervaten nur méglich wird in dem pg-Gebiet, das sich vom 
isoelektrischen Punkt aus nach den kleinen py-Werten hin erstreckt. 
Wir halten es daher nicht fiir annehmbar, daB z. B. das Verhalten der 
Additivitatskurve bei py = 7,7, Abb. 2, noch durch die Bildung von 
Komplexkoazervaten verursacht wird. Die Gemische waren dann auch 
vollstindig klar. 

Inzwischen haben wir eine Untersuchung dariiber begonnen, 
welche Ursachen auBer der Bildung von Komplexkoazervaten ebenfalls 
zu Abweichungen der Additivitat fiihren kénnen?. 

Eine dieser Ursachen ist, wie sich zeigte, ein Unterschied in der 
Zusammensetzung des Dispersionsmittels der beiden miteinander zu 
mischenden Sole, besonders, wenn elektroviskése Effekte vorhanden 
sind. Besonders groB und nach derselben Richtung hin wie hier 
liegen die Abweichungen, wenn man ein sehr niedrig viskoses Sol, 


1 H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, |. c. 
2 H.G. Bungenberg de Jong und Ong Sian Gwan, diese Zertschr. 221, 
166, 1930. 
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dem man einige Milligrammaquivalente Elektrolyt zugefiigt hat, 
mit einem relativ viel héher viskosen Sol ohne Elektrolyt mischt, wenn 
dieses letztere Sol einen groben elektroviskésen Effekt besitzt. So 
fanden wir bei einem Gemisch eines ! ,,°, igen Amylum-sobulile-Sols, 
das 3,3 mg-Aq. Kaliumsulfat enthielt (n, /no 1,012) mit einem 
'/.°, igen Gummi-arabicum-Sol ohne Elektrolyten (9, /N9 = 1,339) Ab- 
weichungen von der Additivitét in der GréBenordnung von 60°. 
7,7 


Die Additivitaétskurve von py aus Abb. 2 ist nun in jeder 


Weise damit zu vergleichen. Einerseits ist Ne M0 fiir das Serum- 
"o 

albuminsol klein, fiir das Gummi-arabicum-Sol viel gréBer, andererseits 

aber ist zu beachten, daB das Serumalbuminsol bei py = 7,7 eine merk- 

liche Menge Neutralsalz enthalten mub. 

Wir brachten ja das Serumalbuminsol, das nach der, Dialyse ein 
pu = 4,18 besaB, durch Zusatz von Natronlauge auf py = 7,7. Die an 
EiweiB gebundene Schwefelsiure wurde dadurch in Natriumsulfat 
umgesetzt. 

Wenn dieser Gehalt an freiem Natriumsulfat die Ursache der groben 
Abweichungen der Additivitaét bei py — 7,7 ist, muBb es méglich sein, 
die Additivitat dadurch wieder herzustellen, daB zu beiden Solen 
praktisch dasselbe Dispersionsmittel zugegeben wird. Einerseits kann 
dies dadurch geschehen, daB man beiden einen gleich groBen Uberschub 
an Neutralsalz zufiigt, wodurch die kleine Extramenge in dem einen 
Sol fortfallt. 

Wir haben dies in der Tat bestatigt gefunden, wenn wir in beide 
Sole so viel Kaliumchlorid brachten, dafi eine Endkonzentration von 
0,147 n KCi entstand (vgl. Tabelle IV). 


Tabelle 1V. 


Kombination 0,64°,iges Serumalbumin 0,33°,,iges Gummi-arabicum-Sol 


mit in beiden 0,147n KCl bei py : Fy B 





Mischungsverhaltnis “Ms exp. “ete ber. 
in °') Gummi-arabicum-Sol “REF Re oe 
0 1,018 
33.3 1,034 1,033 
66,7 1,045 1,947 
100 1.062 


Die Herstellung der Additivitat ist aber noch kein durchschlagender 
Beweis fiir obengenannte Annahme. Es wird ja auch die Bildung von 
Komplexkoazervaten durch gréBere Kaliumchloridkonzentrationen 
verhindert, wodurch die Additivitat wiederkehrt (vgl. Abschitt 10). 


Biochemische Zeitschrift Band 221. 13 
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Gleichheit des Dispersionsmittels kann aber auch, abgesehen von 
diesem Einwande, dadurch erreicht werden, daB man nur dem Gummi- 
arabicum-Sol die Menge Neutralsalz zusetzt, die im Serumalbumin vor- 
handen ist. Diese letztere Konzentration kann aus der Titrationskurve 
berechnet werden. Sie wird der Menge Natronlauge, die zugesetzt ist, um 
das Serumalbuminsol von py = 4,18 auf seinen isoelektrischen Punkt zu 
bringen, aquivalent sein, wahrend die weiter zugesetzte Natronlauge an 
das EiweiB gebunden wird. Unsicher dabei ist aber, welches der ,,iso- 
elektrische Punkt*’ unseres Serumalbuminsols ist. Wenn wir dafiir 
einerseits py — 5,5, andererseits py — 5,9 einsetzen (Tabelle I), so 
berechnet man aus der Titrationskurve eine verunreinigende Natrium- 
sulfatkonzentration von 2,6 baw. 4,3 mg-Aq., im Mittel also 3,45 mg-Aq. 
Das Gummi-arabicum-Sol, das urspriinglich ein py = 5,07 besaB, 
ist aber gleichfalls durch Zusatz von Natronlauge auf py = 7,7 gebracht 
worden. Auch dieses enthalt also vielleicht Neutralsalz, doch ist dessen 
Menge der GréBenordnung nach 20mal so klein. Das Serumalbumin 
besitzt also einen Alkalisalziiberschu8 von etwa 3,3 mg-Aq. 

Wir wiederholten also den Kombinationsversuch bei py = 7,7, 
indem wir das Serumalbuminsol jetzt mit dem Gummi-arabicum-Sol 
kombinierten, dem wir 3,3 mg-Aq. Kaliumsulfat zugesetzt hatten 
(vgl. Tabelle V). 

Tabelle V. 


Kombination 0,64°,iges Serumalbumin + 0,33°,iges Gummi arabicum, in 





letzterem 3,3 mg-Aq. Kaliumsulfat, bei py = 7.7. 
Mischungsverhiltnis "eg Ne . 
in °/g Gummi-arabicum-Sol exp. ber 
"0 "0 
0 1,029 
33,3 1,058 1,062 
66,7 1,090 1,096 
100 1,129 


Hieraus geht hervor, dab also Me "No wohl nahezu additiv ist, 
No 

wenn wir nicht nur auf Gleichheit von py, sondern auch auf Gleichheit 
der Kationenkonzentration achten. Hiermit ist der zweite zu Anfang 
dieses Hauptstiickes genannte Abweichungspunkt aufgeklart. Aber 
auch der erste Abweichungspunkt findet hierin seine Erklarung. Im 
pu-Gebiet von 4,2 bis 5,7 nimmt ja diese parasitare Natriumsulfat- 
konzentration von 0 bis 3,3 mg-Aq. zu, und es sind dann zwei Ursachen 
fiir die Abweichung von der Additivitat vorhanden: Koazervation und 
Nichtgleichheit des Dispersionsmittels. Dadurch ist nicht langer dem 
Zusammenfallen von optimaler Koazervation und Minimum der Addi- 
tivitatskurve geniigt. 
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7. Ausflockung und Koazervation. 


Wahrend wir in den stark triiben Gemischen bei mikroskopischer 
Betrachtung schén runde Koazervattropfen (Abb. 3) (oft bis zu 20 4 





Abb. 3. 
Komplexkoazervat aus Serumalbumin + Gummi arabicum. 120mal vergréfert. Die Kugelform 
und die teilweise Verschmelzung weisen auf die Natur des Koazervats als Fliissigkeit hin. 
groB) antreffen, tritt daneben bei py = 4,8 und 5,5 eine andere Ab- 
scheidungsform in den Vordergrund. Bei 4,8 beobachteten wir nur bei 
. . . . . + 

den kleinen Gummi-arabicum-Konzentrationen eine Ubergangsform 
zwischen Koazervattropfen und ,,amorphen* Flocken, bei den iibrigen 
Mischungsverhaltnissen aber schéne Koazervattropfen. Bei py = 5,5 
traten tiberhaupt keine Koazervattropfen mehr auf, sondern ausschlieb- 
lich ,,amorphe“ Flocken. Wir glauben, daB wir es hier mit einer Aus- 
flockung der denaturierten Fraktion des Serumalbumins mit dem 
Gummi arabicum zu tun haben. 


8S. Mischungsverhiltnis der optimalen Koazervation und p,. 

In den Tabellen VI und VII sind fiir die beiden Reihen von 
Tabelle Il und III die Mischungsverhaltnisse der optimalen Koazer- 
vation als Funktion des py angegeben, wie diese aus der vergleichenden 
mikroskopischen Untersuchung, aus dem kataphoretischen Verhalten 
(vgl. Abschnitt 9) und bei py-Werten von 4,2 nach unten hin aus dem 
Verlauf der Kurvenabbildungen 1 und 2 geschatzt werden kénnen. 
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Tabelle V1. 


Lage des optimalen Mischungsverhiltnisses fiir Reihe 1. 





» Mischungsverhiltnis > Mischungsverhaltnis 
PH in %9 Gummi arabicum PH in ©’, Gummi arabicum 
2.37 74 4,10 30 

2.82 66 4.40 12 

3,50 49 49 2 


Tabelle VII. 


Lage des optimalen Mischungsverhaltnisses fiir Reihe I], 





Mischungsverhaltnis Mischungsverhiltnis 
PH in ©) Gummi arabicum PH in °) Gummi arabicum 
2,87 81 4,18 57 
3.67 70 4.8 17 


Wie bei der Kombination Gelatine + Gummi arabicum verschiebt 
sich auch hier (vgl. Abb. 4) das Mischungsverhaltnis der optimalen 
Koazervation bei Anderung des py!. 

















Gummi Arab 
700 
%o 
90 aint == . + 
80 Abb. 4. 
Mischungsverhaltnisse der 
70 optimalen Koazervation als 
Funktion der Pu- Werte. 
60 | Die untere Kurve gilt fiir 
die in Abb. 1 (0,64 °), iges 
S0\-——_—-F- Serumalbuminsoi 
+ 0,50 °/,iges Gummi- 
40}- arabicum - Sol), die obere 
Kurve fiir die in Abb. 2 ab- 
» gebildete Reihe (0,64 oiges 
| Serumalbuminsol 
+ 033° 9 iges Gummi- 
20 arabicum-Sol). 
Dir 
0 
5 4 SF DH 2 
Serum Alb 
! Bei der Kombination Gelatine Gummi arabicum beginnt die Kurve. 


welche mit der aus Abb. 4 iibereinstimmt, bei dem isoelektrischen Punkt 
(4,8) und dem Mischungsverhaltnis 0°,, Gummi arabicum. Infolge der in den 
Abschnitten 3 und 7 genannten Komplikationen im py-Gebiet 4,8 bis 5,7 
(infolge der Anwesenheit von denaturiertem Serumalbumin und ebenfalls 
einer kleinen Menge Natriumsulfat (vgl. auch Abschnitt 6) ist der Anfangs- 
punkt besonders der oberen Kurve hier nicht genau zu ermitteln. 
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In dem Mabe, wie bei abnehmendem py die positive kapillar- 
elektrische Ladung der EiweiBkomponente zu- und gleichzeitig die 
negative kapillarelektrische Ladung des Gummi arabicum abnimmt, 
hat man jedesmal mehr Gummi-arabicum-Sol nétig, um die optimale 
Koazervation zu erreichen, usw. Auch hier handelt es sich bei der 
optimalen Entmischung also nicht um eine Stéchiometrie der Massen, 
sondern in erster Linie um eine ,,Stéchiometrie‘ der kapillarelektrischen 
Ladungen. 


9. Kataphoretisches Verhalten der Komplexkoazervattrépfchen. 


Eine Bestatigung dieser Auffassung finden wir auBerdem im Ver- 
halten der Koazervattrépfchen im elektrischen Felde. In einer einfachen 
mikroskopischen Kiivette bestimmten wir fiir alle Gemische der Ta- 
bellen II und III, in denen Koazervattrépfchen sichtbar waren, das 
Zeichen der Ladung (vgl. Spalte 8 der Tabellen). Stets zeigte sich, 
daB die Ladung sich bei dem optimalen Mischungsverhaltnis der Ko- 
azervation umkehrte. Wenn man noch nicht geniigend Gummi arabicum 
zugefiigt hat, um optimale Koazervation zu erhalten, sind die Ko- 
azervattrépfchen positiv geladen. Die Gelatineteilchen sind dann noch 
entweder allein in der Gleichgewichtsfliissigkeit vorhanden oder 
effektiv im Uberschu8 und bilden dann die auBere Umbhiillung der 
Komplexkoazervattrépfchen. 


Hat man durch Zusatz von mehr Gummi-arabicum-Sol das optimale 
Mischungsverhiltnis bereits iiberschritten, so ist das Umgekehrte der 
Fall. In den Abb. 1 und 2 ist das beobachtete Zeichen der Ladung durch 
die verwendeten Merkzeichen auf den Additivitaétskurven angegeben. 


10. Der EinfluB von zugesetzten Elektrolyten auf die Bildung von Komplex- 
koazervaten. 


Ebenso wie bei der Kombination Gelatine + Gummi arabicum 
heben zugesetzte Elektrolyte die Koazervation auf. Viskosimetrisch 
haben wir dies fiir die Koazervation bei py = 4,10 untersucht bei einem 
konstant gehaltenen Mischungsverhaltnis. Es wurde jedesmal ein 
0,64°,iges Serumalbuminsol (aus StammsollI) und ein 0,25" iges 
Gummi-arabicum-Sol mit derselben Elektrolyt-Endkonzentration in 
beiden bereitet. Nach Messung der Viskositaét jedes dieser Sole, 
relativ in bezug auf das entsprechende Elektrolyt-Wassergemisch, 
wurden sie im Verhaltnis von 40°, Serumalbuminsol + 60°, Gummi- 
arabicum-Sol gemischt und gemessen. Das Mischungsverhiltnis ist so 
gewahit, daB man unter Beriicksichtigung der Konzentrationen der 
beiden Sole zwar ein stark koazervierendes Gemisch erhalt, das aber 
geniigend weit von dem optimalen Mischungsverhiltnis (berechnet 


13* 
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etwa 44°, Gummi arabicum) entfernt liegt, um Stérungen bei der 
Viskosimetrie zu vermeiden. 


In der Tabelle VIII findet man den EinfluB von drei Kaliumsalzen. 
In Abb. 5 sind die Ergebnisse graphisch wiedergegeben. 


Tabelle VIII. 


Einflu8 von Kaliumchlorid, Kaliumsulfat und Kaliumferricyanid auf die 


Koazervation (0,64°,iges Serumalbumin + 0,25°,iges Gummi arabicum) 
olf o 
bei px 4,10. 




















oe 
e, L = 
DEec £§ 2 2 a] 
£62 36 s = = 
Ss = . > 2 - 
Zugefiigter 55S s= = 5 3 ao - 
Elektrolyt x= s = © P = Zz S 
oss x . . © © a Z & 
ana} s(t] s/t] 4) +] a] + g 2 
a See | Pies | tics | Slee = 3 
- S = i " Ss 
10 

| 
ee ‘ — | 1,305 1,021 | 1,020 | 1,191 11 | st. koaz. | — 
Kaliumehlorid .. . 10 | 1,071 | 1,022 1,024 | 1,0515 47 | st. koaz. | — 


25 1,060 | 1,021 1,027 | 1,044 61 st. koaz.  — 
50 | 1,056 | 1,020 1,028 | 1,0415 68 | st. koaz. | — 


Kaliumsulfat . . . . 10 | 1,073 | 1,022 | 1,029 | 1,052 55 | st. koaz. | — 
50 | 1,056 | 1,021 1,040 1,042 95 kl. 
Kaliumferricyanid. . 6 | 1,077 |(1,044) 1,041 ((1,062°) (66) 0 


15 | 1,068 |(1,035) (1,050) |(1.055) (91) =f. 
% von Addit 
ed SE Teer | 
ee 3 
90} + #4 — i a 
7 ae 
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Abb. 5. 
Riickkehr zur Additivitat und Anionenvalenz. 
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Der Elektrolytzusatz hat also zur Folge, daB die Starke der Ko- 
azervation stark abnimmt, ja diese sogar véllig verschwindet. Wahrend 
bei 50 mg-Aq. Kaliumchlorid noch stets Koazervation vorhanden ist 
(erst in der GréBenordnung von n/10 tritt Aufhellung ein), heben 
50 mg-Aq. Kaliumsulfat die Koazervation vollstandig auf. Diese 
Wiederherstellung der Additivitat, die ein Ma fiir die Aufhebung der 
Komplexkoazervation ist, erfolgt beim Kaliumferricyanid bereits bei 
einer viel kleineren Konzentration. 


In dem Mae also, wie die Wertigkeit des Anions zunimmt, 
hebt ein Zusatz von Neutralsalz in um_ so starkerem Mabe 
die Bildung des komplexen Koazervates auf. Ein sehr wichtiges 
Moment bei der Riickkehr zur Additivitat ist somit die Aufhebung 
einer positiven kapillarelektrischen Ladung, naimlich der'des Serum- 
albumins. 


In unmittelbarem AnschluB an die vorige Versuchsreihe 
untersuchten wir auch die Aufhebung der Koazervation durch 
Elektrolyte mit zwei-, drei- und vierwertigen Kationen.  V¢gl. 
Tabelle IX. 


Tabelle IX. 


EinfluB von Caleiumchlorid, Luteckobaltichlorid 
und Platinsalz auf die 
Koazervation (0,64°,iges Serumalbumin + 0,25°,,iges 
Gummi arabicum) bei py 4,10. 








sf | as , g 4 
=< es x = = 
ee Ee ' = z S 
Zugefiigter ce ne a = = SE - 
Elektrolyt tig: ioe na e—) = Zz s 
© oe eh < 5 = 
oT a r? | * az = 
Sie lele 1 2iei eis = = 
| 0 S 
Caleiumeblorid . . . 15 1,056 1,032 (1,027) 1,046° (58) s.st.koaz. 
25 1,055 1,083 (1,083) 1,046 (72) s.st.koaz. - 
50 1,055 1,083 1,042 1,046 91 k. 
Luteosalz . . wee | 1,040 1,025 (1,029) 1,034 (85) s.st.koaz. 
37,5 1,046 1,024 1,035 1,037 95 koaz. 
Platinsalz*..... 7 1,934 1,027 (1,020) 1,031 (65) st. koaz. 


10,7 | 1,033 , 1,024 (1,030) 1,029° (102)  koaz. 
16 1,031 1,022 1,027 1,027° 98 koaz. 


* Platinsalz = [Pt (en)3] (NO3),. 
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Die Additivitaétszahlen dieser Tabelle sind, unter Hinzufiigung der 


fir Kaliumchlorid aus der vorigen, als Funktion der Endelektrolyt- 
konzentrationen graphisch in Abb. 6 abgetragen. 


% von Addit 
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Abb. 6. 


Riickkehr zur Additivitat und Kationenvalenz. 


Wir sehen hier wieder ein Biindel der Valenzen, jetzt aber von den 
Kationen. Fiir die Riickkehr zur Additivitat ist also ebenso sehr die 
Aufhebung einer negativen kapillarelektrischen Ladung von grofer 
Bedeutung. Es ist hier das Gummi arabicum, das in stets zu- 
nehmendem MaBe entladen wird, je mehr die Valenz des Kations 
steigt, wihrend das Serumalbumin nur relativ schwach (namlich durch 
die einwertigen Anionen Cl und NQ,) seine kapillarelektrische Ladung 
einbiBt. 


Fiir die Bildung eines Komplexkoazervates ist also die An- 
wesenheit eines geniigenden kapillarelektrischen Gegensatzes erforder- 
lich. Infolge der Umkehrbarkeit eines bereits zustande gekommenen 
Komplexkoazervates durch zugesetzte Neutralsalze sind wir der 
Ansicht, daB beim Koazervationsvorgang die entgegengesetzten La- 
dungen einander nicht vernichtet haben, sondern potentiell im Kom- 
plexkoazervat noch stets vorhanden sind und dessen architektonische 
Grundlage bilden. 
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11. Versehiebung des Mischungsverhiiltnisses von optimaler Koazervation 
durch ein Neutralsalz. 


In Tabelle IX sind (in Gegensatz zu Tabelle X) fast alle Werte 
der finften Spalte in Klammer gesetzt zum Zeichen, daB Stérungen 
infolge von Ausfallungen merklich auftraten. Diese Stérungen waren 
z. B. bei Calciumchlorid besonders unterhalb 10 mg-Aq. so stark, dab 
die Messungen vollstandig unzuverlissig wurden. Wir beschrinkten 
uns auf die Konzentrationen von 15 mg-Aq. ab. Es sind also im 
besonderen die Neutralsalze mit mehrwertigen Kationen, die das 
Mischungsverhaltnis von optimaler Koazervation (urspriinglich etwa 
44°, Gummi arabicum (nach der Seite des arabischen Gummis hin 
verschieben (wir stellten unsere Versuche ja bei 60°,, Gummi arabicum 
an). Dies ist verstindlich, weil zugesetztes Calciumchlorid'das positiv 
geladene Serumalbumin zwar schwach entlidt, das negative Gummi 
arabicum aber stairker, so daB das Serumalbumin relativ bevorzugt 
wird und mehr Gummi arabicum zur optimalen Koazervation ndétig ist. 

Nur mit dem vierwertigen komplexen Platinkation konnten wir 
eine Verschiebung des optimalen Mischungsverhaltnisses auf héhere 
Werte als 65°, Gummi-arabicum-Sol erreichen, entsprechend der 
Tatsache, da8 wir hiermit bei 7 mg-Aq. bereits positiv geladene Komplex- 
koazervattrépfchen wahrnahmen, wahrend alle iibrigen in Abb. 4 und 
5 negativ geladen waren. Man kann erwarten, dab die hier besprochenen 
Verschiebungen des Mischungsverhaltnisses der optimalen Koazervation 
durch Neutralsalze mit mehrwertigen Anionen gerade im entgegen- 
gesetzten Sinne eintreten wird. 


12. Spaltung eines Komplexkoazervates in ein einfaches Koazervat 

und ein Sol. 

Wahrend ein Zusatz von Kaliumchlorid, Calciumchlorid, Luteo- 
kobaltchlorid und Kaliumsulfat das Komplexkoazervat aufhebt nach 
dem Schema: 

Komplexkoazervat,; ;, —» Sol; + Sol), (1) 


treffen wir beim Platinsalz Aufhebung nach einem anderen Schema: 
Komplexkoazervat; }; —» Koazervat; + Solj;. (2) 


Das Platinsalz entladt namlich nicht nur das Gummi-arabicum-Sol stark, 
sondern bringt auch einfache Koazervation dieses Sols zustande, 
wobei die Trépfchen zuerst negativ, bei 5 mg-Aq. aber bereits positiv 
geladen sind. 


Bei der von uns angewendeten Technik kommen die Zustands- 
anderungen (z. B. einfache Koazervation), denen jede der Komponenten 
an sich unterworfen war, in der Additivitaétszahl nicht zum Ausdruck. 
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Nach diesen Zahlen bestehen also die Koazervattrépfchen bei 7 mg-Aq 
Platinsalz noch aus Serumalbumin + Gummi arabicum, aber bei 
10,7 und 15 mg-Aq., wobei gleichfalls Koazervattropfen (auch positiy 
geladen) zu sehen sind, ist die Additivitat bereits wieder hergestellt. 

Das eine wie das andere weist also darauf hin, daB Zusatz von 
Platinsalz das urspriingliche Komplexkoazervat in ein Serumalbumin- 
sol und ein einfaches Gummi-arabicum-Koazervat spaltet. 


Beim Kaliumferricyanid treffen wir auch etwas Derartiges an. 
Mit dem Serumalbumin allein entsteht hier bereits eine starke Triibung, 
wahrend mikroskopisch zahlreiche amorphe Fléckchen sichtbar sind, 
die bei einer Konzentration von 15 mg-Aq. negativ geladen waren. 
(Auch hier liegt also eine Umladung vor.) 

Das Gemisch Gummi arabicum + Serumalbumin zeigte bei 
15 mg-Aq. Kaliumferricyanid ebenfalls Triibung und mikroskopisch 
betrachtet dieselben negativ geladenen Fléckchen. Da nach den 
Messungen die Additivitat nahezu wieder hergestellt ist, bestehen diese 
Fléckchen nur aus Serumalbumin. Es besteht nun insofern ein Unter- 
schied gegeniiber der Wirkung des Platinsalzes, daB hier bei einer 
dazwischen liegenden Konzentration (Tabelle VII, 6 mg-Aq. Kaliumferri- 
cyanid) erst zunachst starke Aufklirung eintritt. Indes kann dies 
mdéglicherweise auch nur eine Folge des unter Abschnitt 11 Besproche- 
nen sein. 

Es besteht dann nur insofern ein Unterschied, daB das Platinsalz 
das Gummi-arabicum-Sol schén koazerviert, daB aber das Kaliumferri- 
cyanid das Serumalbuminsol nur ausflockt. (Dieser Unterschied ist 
unseres Erachtens nicht wesentlich, da wir uns die amorphe Flocke aus 
Koazervattrépfchen von ultramikroskopischen Abmessungen aufgebaut 
denken kénnen.) 

Mit den beiden obengenannten Schemata sind die Spaltungs- 
méglichkeiten eines Komplexkoazervates aber noch nicht erschépft. 
Zur Vervollstandigung fiigen wir noch hinzu: 

Komplexkoazervat, |, —> Koazervat, + Koazervat;, (3) 
Komplexkoazervat, ;; —> Mischkoazervat, 1, (4) 


wovon wir aber noch keine Beispiele kennen. 


13. Denaturation des Serumalbumins im Komplexkoazervat. 


Das Wesentliche dieser Erscheinung ist bereits friither'’ beschrieben 
worden. Wir konnten noch feststellen, daB diese Denaturation stark 
durch Erhéhung der Temperatur beschleunigt wird und daB nach 


1 H.G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker, |. ¢. 
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Zusatz des Neutralsalzes die groBen fliissigen Koazervattrépfchen nicht 
selbst nicht-umkehrbar mit der Zeit werden, sondern daB dann amorphe 
Flocken tbrigbleiben. Ob diese nun aus einem Ultramikrokomplex- 
koazervat aus denaturiertem Serumalbumin + Gummi arabicum, 
welches relativ bestandig gegen Eektrolyte sein miibte, bestehen, 
ist nicht leicht zu entscheiden. 


14. pu-Verschiebungen bei der Komplexkoazervation. 


Trotzdem wir stets Sorge trugen, isohydrische Sole miteinander zu 
mischen, nimmt in einigen Fallen die Flissigkeit, die mit dem Komplex- 
koazervat im Gleichgewicht steht, einen anderen, und zwar einen 
héheren py-Wert an. Bei der Kombination Gelatine + Gummi arabicum 
sind Untersuchungen iiber diese Erscheinung im Gange. Die mit 
der Wasserstoffelektrode gemessene py-Verschiebung kann _hierbei 
bisweilen mehrere Zehntel einer py-Einheit betragen. Derartige py- 
Verschiebungen stellten wir auch bei der Kombination Serumalbumin 
+ Gummi arabicum mit Indikatoren fest. 

Wir kénnen nicht weiter auf die Ursache dieser Erscheinung 
eingehen, wollen aber darauf hinweisen, daB die viskosimetrisch ge- 
messenen Additivitatskurven infolge dieser Komplikation schwer als 
Ausgangspunkt fiir exakte Berechnungen dienen kénnen, aber nur ein 
angenaihertes Hilfsmittel sind, um den RegelmaBigkeiten bei Komplex- 
koazervation auf die Spur zu kommen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Begriffe Koazervation und Koazervat wurden kurz umschrieben. 
Eine Einteilung der Koazervate wurde vorgeschlagen. 

An dem Aufbau der einfachen Koazervate nehmen nur kolloide 
Teilchen von einer Art teil, an zusammengesetzten Koazervaten kolloide 
Teilchen von zwei oder mehr Arten. Diese letzteren kénnen noch 
unterschieden werden als Mischkoazervate, wenn jede der Kolloidkompo- 
nenten unter den gegebenen Milieubedingungen bereits einfache Ko- 
acervate liefert und diese miteinander mischbar sind, und Komplex- 
koazervate, wenn jede der Kolloidkomponenten, wenn allein anwesend, 
unter den gegebenen Milieubedingungen sich in dem stabilen Solzustand 
befindet. 


2. Die Vorbedingung fiir das Zustandekommen von einfachen und 
Mischkoazervaten ist eine vorhergehende geniigende Entladung und 
Desolvatation der kolloiden Teilchen. Die Vorbedingung fiir das Zu- 
standekommen von Komplexkoazervation ist dagegen das Vorhandensein 
eines geniigenden kapillareiektrischen Gegensatzes beider Arten von 
Teilchen, wihrend Entladung gerade die Komplexkoazervation aufzu- 
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heben sucht. Es kann von einer durch den kapillarelektrischen Gegensat, 
erzwungenen gegenseitigen Dehydratation der Teilchen gesproche: 
werden. 


3. Die Kurve 100." "0 exp. . "lo als Funktion des 
No Ns No 
Mischungsverhiltnisses (weiter unten als ,, Additivitatskurve‘ bezeichnet 
wurde von Mischungen von isohydrischem 0,64°,,igen Serumalbumin 
und 0,50 bzw. 0,33 °, igen Gummi-arabicum-Solen bei 26° bestimmt. 

4. Beim Vergleich mit der Kombination Gelatine + Gummi 
arabicum, traten einige Unterschiede auf: 

a) Oberhalb py = 4,2 fallt die optimale Koazervation nicht mehr 
mit dem Minimum der Additivitaétskurve zusammen. 

b) Oberhalb des isoelektrischen Punktes des Serumalbumins 
bleiben noch stets sehr groBe Abweichungen der Additivitat bestehen. 

Diese Abweichungen sind vom Gesichtspunkte der Erscheinung der 
Komplexkoazervation aus nicht wesentlich, sondern werden durch einen 
geringen Gehalt des Serumalbumins an Neutralsalz verursacht, wenn 
dieses vom py = 4,2 (wie es das Sol nach der Dialyse besaB) durch 
Zusatz von Natronlauge auf py = 7,7 gebracht wird. Zusatz der 
berechneten Menge Neutralsalz zu dem Gummi arabicum stellt dann 
auch bei py = 7,7 nahezu die Additivitat wieder her. 

5. Infolge der Gegenwart von denaturierten Produkten treten eben 
oberhalb des isoelektrischen Punktes des Serumalbumins Komplika- 
tionen auf. 

6. Die Lage der optimalen Koacervation durchlauft bei Variation der 
pu-Werte alle Mischungsverhaltnisse. Ist das EiweiB schwach positiy 
geladen und das Gummi arabicum noch stark negativ, so liegt es voll 
staindig auf der Seite des Serumalbumins. Bei Abnahme des py wird es 
volistandig nach der Seite des Gummi arabicums hin verschoben. 

7. Die Oberfliache der Koazervattropfen tragt an der Serumalbumin- 
seite der optimalen Koazervation stets eine positive, an der Gummi- 
arabicum-Seite stets eine negative kapillarelektrische Ladung. 

8. Als Funktion der Elektrolytkonzentration zeigt die .,Additivi- 
taitskurve* eine allmahliche Riickkehr zur Additivitat. Bei elektro- 
aquivalenten Konzentrationen ist diese Riickkehr um so starker, 
je mehr die Wertigkeit des Anions steigt: 

K, SO, _ Ks Fe (CN), 


KO < tt < ; 


und je mehr die Wertigkeit des Kations steigt: 


KC< a < Luteokobalt-Cl, _ ,,Platinsalz** 





3 bi 4 
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In jeder der genannten Reihen entladen die Salze bei elektroaquivalenten 
Konzentrationen die eine Komponente zwar auf dieselbe Weise, 
die andere aber in zunehmendem Mabe, so daB der kapillarelektrische 
Gegensatz abnimmt. 

9. Mehrwertige Kationen haben die Neigung, das Mischungsver- 
haltnis der optimalen Koazervation nach der Seite des arabischen 
Gummis hin zu verschieben, mehrwertige Anionen nach der Seite des 
Serumalbumins hin. 

10. Wahrend Kaliumchlorid, Kaliumsulfat, Luteokobaltchlorid, 
Calciumchlorid das Komplexkoazervat in zwei Sole spalten, bewirken 
Kaliumferricyanid und Platinsalz die Spaltung in ein Sol + ein ein- 
faches Koazervat. Andere theoretisch mégliche Spaltungen wurden 
besprochen. 

1}. Das Serumalbumin wird im Komplexkoazervat allmahlich 
denaturiert. 

12. Bei der Bildung des Komplexkoazervates treten unter 
Umstanden py-Verschiebungen auf. 











Vergleichende Untersuchungen iiber den Stoffwechsel 
der Rekurrensspirochiten und der Trypanosomen. 


Von 


B. vy. Fenyvessy und G. Scheff. 


(Aus dem Hygienischen Institut der kénigl. ungar. Elisabeth-Universitit 
in Pécs.) 


(Eingegangen am 17. Marz 1930.) 


Nach den Versuchen, die wir tiber den Stoffwechsel der Trypano- 
somen und der mit denselben infizierten Tiere ausgefiihrt und im Laufe 
der letzten Jahre in mehreren Arbeiten mitgeteilt haben (1), war es 
naheliegend, auch das Verhalten der Spirochaiten, und zwar zunachst 
der Rekurrensspirochiten, nach ahnlichen Gesichtspunkten zu _ver- 
folgen. Das, was wir bisher iiber den Stoffwechsel dieser letzteren 
wissen, verdanken wir Beobachtungen, die in kiinstlichen Ziichtungs- 
versuchen gemacht worden sind. 


Ohne auf alle Einzelheiten dieser interessanten Arbeiten eingehen zu 
wollen [siehe die einschlagige Literatur bis 1923 bei Manteufel (2), bis 1927 
bei Sobernheim und Loewenthal (3), bis 1929 bei Miihlens (4)], méchten wir 
hier nur auf die Divergenz der Ansichten beziiglich des Sauerstoffbediirfnisses 
der Spirochiten im allgemeinen hinweisen. Es stehen in dieser Beziehung 
Autoren (Schereschewsky, Miihlens, Ungermann, Inada-Ido mit ihren Mit- 
arbeitern usw.), die die Spirochaten fiir obligate Anaerobier halten, solchen 
gegeniiber (Noguchi, Griffith, Hata, Kligler und Robertson usw.), die den 
freien Sauerstoff fiir die Ziichtbarkeit derselben als vorteilhaft, ja sogar 
als unerlaBlich betrachten. 


Wir glauben, da8 unsere Versuche geeignet sind, jene Beob- 
achtungen zu erginzen bzw. in einem neuen Lichte erscheinen zu 
lassen. Unseren weiteren Ausfiihrungen vorgreifend, méchten wir 
schon hier auf das interessante Ergebnis hinweisen, daB die Rekurrens- 
spirochaten selbst bei freiem Zutritt von Sauerstoff diesen nicht ver. 
brauchen. 
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Uber die Methodik unserer Versuche soll kurz folgendes voraus- 
geschickt werden. 


Methodik. 


Den Rekurrensstamm, mit dem wir unsere Versuche ausgefiihrt haben, 
verdanken wir dem Institut fiir experimentelle Pathologie in Wien. Uber 
seine Provenienz ist uns nichts Naheres bekannt. Er wurde in Mausen bzw. 
weiBen Ratten fortgeziichtet. Um entsprechendes Material fiir die Atmungs- 
versuche in vitro zu gewinnen, wurden Ratten bei einer méglichst hohen 
Spirochatenzahl entblutet, das Blut defibriniert und mit fiir Ratten iso- 
tonischer Ringerlésung [siehe Warburg (5)] verdiinnt. Die Spirochaten 
sollten von den Blutbestandteilen durch fraktioniertes Zentrifugieren 
isoliert werden. Eine Absonderung der zelligen Blutbestandteile gelingt 
zwar auf diese Weise bequem, hingegen nicht die ,Trennung der Spiro- 
chaten von dem nunmehr zellfreien Blutserum. Bei dem hierzu nétigen, 
iuBerst energischen Zentrifugieren gehen die Spirochaten selbst zugrunde. 
Wir muBten daher, im Gegensatz zu. unseren friiheren Trypanosomen- 
versuchen (1), darauf verzichten, die Lebenstatigkeit der Spirochiten in 
von Blutserum befreiten, beliebig zusammengesetzten Medien zu studieren. 
Unser Versuchsobjekt war also eine Spirochaétenemulsion, die in mit Ringer- 
lésung gleichmaBig (1:1) verdiinntem Rattenserum suspendiert war. Die 
Zahl und Beweglichkeit der Spirochiten wurde stets vor und nach dem 
Versuch im Dunkelfeld kontrolliert. Wo es sich um einen direkten Ver- 
gleich der Stoffwechselvorgange der Spirochiten und derjenigen der Trypa- 
nosomen handelte, wurden die Trypanosomenversuche unter gleichen Be- 
dingungen, also ebenfalls im von Blutzellen befreiten verdiinnten Eigen- 
serum des Tieres (Ratte), wiederholt. Zu den Atmungsversuchen haben wir 
die altere Warburgsche Methode (5) mit und ohne CO,-Absorption an- 


gewendet. (Gefé8volumina: I. 15,94, II. 15,92, III. 15,92, 
IV. = 15,74; Fliissigkeitsvolumina: stets 2,5 ccm; Einsatzfliissigkeit : 0,2cem 


H,O bzw. 15° ,ige KOH. Wo nichts anderes vermerkt wurde, war der 
Gasraum mit atmospharischer Luft erfiillt. Temperatur des Wasserbades 
26°C.) Bei der Temperatur von 26°C konnten unsere Versuche viele 
Stunden lang fortgesetzt werden, was bei dem im Vergleich zu den Trypano- 
somen trigeren Stoffwechsel der Spirochaten giinstig war, um gréBere 
Ausschlige zu erzielen. Da es uns bei den SchluBfolgerungen weniger auf 
die quantitativen Verhaltnisse als vielmehr auf die Qualitét der Er- 
scheinungen ankommen wird, kénnen wir uns angesichts der fast gleichen 
GefaiBvolumina bei der zahlenmiBigen Wiedergabe unserer nachstehenden 
Versuche damit begniigen, den Umfang des Gasstoffwechsels durch den 
Manometerausschlag nach Richtung (+ Gasentwicklung, Gas- 
verbrauch) und nach Hohe in Millimetern auszudriicken. Natiirlich gelangte 
hierbei das zur Temperaturkontrolle dienende Thermobarometer stets in 
demselben MaSstab zur Berechnung. Die im AnschluB an nachstehende 
Versuche ausgefiihrten Zuckerbestimmungen geschahen stets nach Bangs 
Vorschrift. 


Gasstoffwechsel der Spirochdten. 


Das wichtigste Ergebnis unserer Versuche soll durch folgende 
Beispiele erliutert werden, wobei wir blo&B bemerken méchten, dab 
sowohl diese wie alle iibrigen im nachstehenden mitgeteilten Beispiele 
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als Reprasentanten einer gréBeren Reihe von Versuchen mit iiberein 
stimmendem Resultat anzusehen sind. 

Es geht somit aus diesen Versuchen folgendes hervor: Der Apparat 
in dem die Kohlensiure durch Kalilauge absorbiert wurde, so da! 
also die etwaige Anderung des Gasdruckes nur durch den Sauerstof! 


Tabelle I. 





Zeit Versuchsprotokoll Nr. 35 Versuchsprotokoll Nr. 34 
seit Versuchs- (Sehr dichte Spirechiten-Emulsion) (weniger dichte Spirochiten-Emulsio 
in pw O2-Verbrauch € 0y-Produktion O2-Verbrauch © O,-Produktion 

in mm in mm in mm in mm 

1 + OL + 403 +- 0,2 + 99 

2 — 0,5 + 70,4 1,4 + 21,3 

3 —1,7 + 91,4 + 0.9 +- 30,3 

4 — 0,7 + 111,9 — 0,1 + 35,8 

5 —14 + 130.4 0,5 + 39,3 

6 64 +. 157,7 + 0,5 + 41,3 


verbrauch der Spirochiten hatte bedingt sein kénnen, zeigte wahrend 
der ganzen Dauer des Versuches praktisch keinerlei Druckanderungen 
an. In dem ganz gleich angelegten Parallelversuch dagegen, bei dem je- 
doch die Kohlensaure nicht absorbiert wurde, lieB sich nach 6 Stunden die 
fiir derartige Versuche recht erhebliche Druckzunahme von + 157,7 mm 
beobachten. Dab das gebildete Gas tatsichlich Kohlensiure war 
und nicht etwa Ammoniak oder Schwefelwasserstoff, ging aus ent- 
sprechenden Kontrollversuchen hervor. Prinzipiell dasselbe zeigt der 
obige zweite Versuch (Nr. 34), nur sind die Ausschlige entsprechend 
der geringeren Anzahl der Spirochaéten kleiner. Wir miissen daher 
aus diesen und ahnlichen Versuchen schlieBen, da die Rekurrens- 
spirochaten, im Gegensatz zu den Trypanosomen, keinen Sauerstoff 
verbrauchen, hingegen reichlich Kohlensiure bilden. Es ist  hierbei 
gleichgiiltig, wie hoch der partielle Druck des Sauerstoffs zu Beginn 
des Versuches war. Weder bei normalem, noch bei erhédhtem oder ver- 
mindertem Sauerstoffdruck war ein Verbrauch zu registrieren. Auch 
auf die Kohlensaiureproduktion schien die Zusammensetzung des 
Gasgemisches keinen EinfluB zu haben. Wir miissen jedoch die Ent- 
scheidung dariiber offen lassen, ob bzw. wieweit die Kohlensaure als 
solche von den Spirochaten bei der Spaltung unmittelbar selbst ge- 
bildet (Garungskohlenséure) oder durch eine neu entstandene fixe 
Saure (etwa Milchsiure) aus dem _ bicarbonathaltigen Nahrmedium 
verdrangt wird (Aquivalentkohlensaure). In diesem Sinne sind unsere 
spiteren Ausfiihrungen tiber Kohlensdure zu verstehen. 
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Die Frage nach der Quelle der Kohlensiureentwicklung konnte 
bei einer so kompliziert zusammengesetzten Nahrfliissigkeit wie dem 
Blutserum nicht restlos entschieden und nur nach einer bestimmten 
tichtung, und zwar hinsichtlich des Zuckers, verfolgt werden. Wie 
wir spdter noch zeigen werden, ist das Serum des mit Spirochaten 
infizierten Tieres stets hyperglykamisch. Es kam also zunachst als 
Kohlensaéurequelle der Traubenzucker in Betracht. Es gelang uns 
tatsichlich, durch direkte Zuckerbestimmungen vor, wihrend und bei 
Abschlu8 entsprechend angelegter Versuche den Zuckerverbrauch der 
Spirochaten festzustellen. In Tabelle II finden wir die den obigen 
Versuchen entsprechenden Ergebnisse reproduziert. 


Tabelle II. 











Versuch Nr. 35 Versuch Nr. 34 
si Sehr dichte Spirochiaten- Weniger dichte Spirochiten- 
Zeitpunkt Emulsion Emulsion 
Zuckergehalt des Mediums in g-°/ 
TE so om 0,123 0,131 
Nach 4 Stunden... . 0,061 - 
— ae vivibnatiass 0,042 0,117 


Also besteht hier, wie bei der Kohlensaéureproduktion, ein Parallelis- 
mus zwischen Spirochitenzahl und GréBe des Zuckerverbrauchs. 
Kontrollversuche mit Serumverdiinnungen ohne Spirochiten iiber- 
zeugten uns, da der vorhin beschriebene Zuckerschwund allein den 
Spirochaten zuzuschreiben ist. 


Ob auch andere Stoffe, wie etwa EiweiB, als Quellen der Kohlen- 
siurebildung in Betracht kommen, ware nur dann zu entscheiden 
gewesen, wenn wir den Zucker aus der Nahrfliissigkeit hatten entfernen 
kénnen, was jedoch ohne Einfiihrung unberechenbarer neuer Faktoren 
nicht méglich war. Wir kénnen nur sagen, daB eine Erhéhung der 
Zuckerkonzentration (bis zu 1°.,) im Gegensatz zu den Trypanosomen- 
versuchen (s. unten) keinen wesentlichen EinfluB anf die Kohlensaure- 
bildung gehabt hat. Fiir den an und fiir sich trageren GarungsprozeB 
scheint der urspriinglich vorhandene Zucker auszureichen und ein 
UberschuB nicht von Vorteil zu sein. Im besten Einklang hiermit 
steht die Beobachtung von Akatsu (6), der bei Spirochaten in kiinst- 
lichen Nahrmedien den Zusatz einer gréBeren Reihe von Kohlen- 
hydraten ohne Wirkung fand. Von sonstigen Beobachtungen sei noch 
erwahnt, daB durch Zusatz von Soda und von frischem, normalem 
Rattenserum die Kohlensdiureproduktion etwas erhéht wird. Vielleicht 
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wirken beide durch Hintanhalten der Saéuerung. Die beobachtete, 
Unterschiede waren aber viel zu gering, um weitergehende Schliiss: 
zu rechtfertigen. 


Fassen wir die hier mitgeteilten Befunde zusammen, so ergil)t 
sich das folgende wichtige Ergebnis: Der LebensprozeB der Rekurrens 
spirochdten geht ohne nachweisbaren Verbrauch von molekularem Sauerstof; 
vor sich. Eine ihrer wesentlichsten Energiequellen ist die mit Kohlenséure- 
bildung bzw. -entwicklung einhergehende Zuckervergdrung. 


Betrachtungen iiber das abweichende Verhalten der Trypanosomen. 


Die vorstehend erwaihnten Tatsachen gewinnen ein erhdhtes 
Interesse, wenn man ihnen das Verhalten der Trypanosomen unter: 
ahnlichen Versuchsbedingungen gegeniiberstellt. Wir méchten dariiber 
einerseits unter Hinweis auf unsere alteren Mitteilungen (1), andererseits 
auf Grund direkt zum Zweck dieses Vergleichs ausgefiihrten neuen 
Versuchen folgende Punkte hervorheben: 


Als in bezug auf ihren Stoffwechsel am meisten hervorstechenden 
Unterschied dieser beiden Organismen finden wir, daB, wahrend sich 
bei den Rekurrensspirochiten keine Spur eines Sauerstoffverbrauches 


Tabelle I1I. 
Versuch Nr. 24. 





GefiiBe mit 15°/jiger KOH | 


im Einsatz zur Kohlensi&ure- I Il I IV 
absorption J 
ee en 0,025 9/9 0,05 9/9 0,08 9/9 0,14 9/9 
: Zeit O,-Verbrauch | O9-Verbrauch 0 2-Verbrauch (0 2-Verbrauc!i 
Periode in Minuten mm mm mm mm 
| 10 — 3,8 -— 27,1 — 27,2 — 23,7 
1 20 — 82 — 54,8 — 78,8 — 67,7 
| 30 —98*  —605 —122.9 —107,1 
| 10 — 11* |} — 48 — 81,4 
2 20 = $y — 700 
30 — 86°; — 978 
l 10 | — 27,4 
3 20 — 40,7 
| 30 — 42,2 
40 — 46.0* 


Bemerkung: 1. Die Versuchsreihe wurde am Ende der ersten und der zweiten Periode 
unterbrochen, die Manometer geéffnet und nach einem Intervall von 5 Minuten neuerlich begonnen 
2. Sobald die Atmung der Trypanosomen zu sistieren schien, wurde der betreffende Einze! 
versuch abgeschlossen (*) und Proben zur Kontrolle der Beweglichkeit und zur Zucker- 
bestimmung entnommen. 

Befund: Uberall s&mtliche Typanosomen abgestorben — der Zucker praktisch villi 
verschwunden. 
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nachweisen laBt, die Trypanosomen gierig den Luftsauerstoff auf- 
nehmen Die wichtigste Energiequelle scheint fiir beide derselbe Stoff, 
nimlich der Traubenzucker zu sein. Wahrend aber der Zuckerabbau 
durch Spirochaten ausschlieBlich im Wege der Garung vor sich geht, 
wird der Zucker durch die Trypanosomen vorwiegend oxydativ und 
nur in zweiter Reihe durch Glykolyse zersetzt [s. Fenyvessy und 
Reiner II (1)}. 


Diesem Unterschied entsprechend, hat die vorhandene Zucker- 
konzentration einen viel gréBeren EinfluB auf die Lebensdauer und 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Stoffwechselvorginge bei den 
Trypanosomen als bei den Spirochiten. Bei letzteren (s. oben) war 
der Einflu8 kaum nachzuweisen, hingegen auBerordentlich deutlich 
bei den Trypanosomen, wie aus den folgenden Versuchen, hervorgeht 
(s. unter anderem Tabelle ITT). 


Tabelle 1V. 


Versuch Nr. 23. 





Gefiibe mit 15°/,iger KOH 
im Einsatz zur Kohlenséure- I I Il IV 
absorption 


wera, 1 ~ ene 0,05 9 '5 0,14 Jo 0,24 Jo 
—_ cK Zeit O2-Verbrauch © 2-Verbrauch | O2-Verbrauch (,-Verbrauch 

Periode in Minuten mm mm mm mm 

l 15 — 29,4 — 27,1 — 69,4 — 69,2 

30 — 34,1 — 31,3 131,7 —130,5 

| 15 — 22,4 * — 13 -— 41,9 — 33,2 

2 39 — 55,2 — 28 — 78,8 — 64,1 

| 45 — 753 - 42 — 84,0 — 654 

| 15 — 32,5 — 1,1 — 9 — 0,7 

7 30 | | — 596 ~ oe |. Se | sw 
‘ia — 85.0 “ nis * 

15 — 26,5 — 64 

a ee, — 351 | sn ee 

| 45 — 59.6 — 95 

60 — 68,3 — 10,7 


Bemerkungen: Die Versuchsreihe wurde am Ende der ersten, zweiten und dritten 
Periode unterbrochen, die Manometer geiffnet und nach einem Intervall yon 5 Minuten neuerlich 
begonnen. 2. An der mit * bezeichneten Stelle wurde dem Gefaif I und IV Zucker in Sub- 
stanz (0,005 mg) zugesetzt. 


Ergebnis: Versuch I und II sind gleich angelegt. Die Atmung am Ende der ersten 
Periode sehr schwach, wurde aber in Versuch I durch Zuckerzusatz (von 0,05 auf 0,208 /, 
erhéht) wieder angefacht. Hier bleibt zum Schlu6 noch 0,05°/,) Zucker iibrig, wahrend er im 
Parallelversuch verschwunden ist. — Versuch [I] mit héherer Zuckerkonzentration zeigt 
griBere Atmungsausschlige und lingere Lebensdauer, die jedoch durch noch héhere Zucker- 
konzentration in IV nicht gesteigert werden. Hier ersieht man aus dem Unterschied zwischen 
dem Gesamtzuckerzusatz (0,24 + 0,2 = 0,44%/,) und der Endkonzentration (0,27°/9), da® am 
Ende der dritten Periode noch 0,17°%/9 Zucker vorhanden sein muften. Folglich war das Ab- 
sterben der Trypanosomen nicht durch Zuckermangel bedingt. 


14* 
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Wie ersichtlich (s. Tabelle IV, Kolumne I und II), stellen die 
Trypanosomen bei geringer Zuckerkonzentration nach Verbrauch 
derselben ihre Lebenstaitigkeit (Beweglichkeit und Atmung) ein und 
sterben ab, kénnen aber bei rechtzeitigem Zuckerzusatz ,,wieder- 
belebt*“’ werden. Bei von vornherein héheren Zuckerkonzentrationen 
ist die Reaktionsgeschwindigkeit des Zuckerverbrauches gréBer und 
die Lebensdauer der Trypanosomen linger (s. Tabelle III] und IV). 
Die Zunahme beider hat jedoch ihre Grenzen. LEinerseits namlich 
bleibt die Reaktionsgeschwindigkeit itiber eine gewisse Zucker- 
konzentration hinaus gleichmaBig, andererseits macht sich der 
schidigende EinfluB durch zu hohe Zuckerkonzentrationen bzw. 
Stoffwechselprodukte geltend, wodurch die Trypanosomen noch 
vor Verbrauch des vorhandenen Zuckers zugrunde gehen (siehe 
Tabelle V). Die auf diese Weise zustande gekommene Schadigung 
kann weder durch neueren Zuckerzusatz, noch durch Soda, noch 
durch Bouillon, noch durch frisches normales Rattenserum hintan- 
gehalten werden. 


Tabelle V. 


Versuch Nr. 25. 





GefaBe mit 15°/) iger KOH | 
im Einsatz zur Kohlensiure- I Il 
absorption 








Zuckergehalt bei Versuchs- | 0.410 
beginn, g-°/9 J , 0 
, 15 — 56,8 — 58,9 
30 —120,1 —122,0 
{ 10 — 41,8 — 43,6 
2 20 — 79,5 — 82,5 
| 30 —103,2 —105,0 
3 10 — 2287 — 297 
15 — 49* 
4 30 — 66 
45 — 31 


Bemerkungen: 1. Die Versuchsreihe wurde am Ende der einzelnen Perioden unterbrochen, 
die Manometer geiiffnet und nach einem Intervall von 5 Minuten neuerlich begonnen. 2. Versuch | 
und II sind gleich angelegt, jedoch mit héherer Zuckerkonzentration als in den vorigen 
Versuchen. 

Befund: Reaktionsgeschwindigkeit gro6B. Lebensdauer verhaltnismabig kurz. Absterben 
der Trypanosomen (+) noch bei reichlichem Zuckergehalt (0,33 g-°/o). Daher neuerlicher 
Zuckerzusatz (in II *) erfolglos. Somit das Absterben nicht durch Zuckermangel bedingt. 
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Aus simtlichen, insbesondere aber aus Versuch 36 (Tabelle VI) 
geht also hervor, daB die Lebensdauer der Trypanosomen eine viel 
kiirzere ist und ihr Stoffwechsel bzw. ihre Beweglichkeit durch die 
Konzentration des Zuckers, das py, vielleicht auch giftige Stoffwechsel- 
produkte in viel empfindlicherer Weise beeinfluBt werden. 


Tabelle VI. 


Versuch Nr. 36. 





GefiiBe (dichte Trypanosomen- | I 
Emulsion) | 
Zuckergehalt bei Versuchs- | 
beginn, g-°/, j 





9520 
0,252 °/9 


Periode Zeit Oo -Verbrauch . ar \>-Produktion x 
’ in Minuten mm mm 
/ 
1 15 — 76,2 +128,9 
30 —123,1 +182,é 
2 39 keine Atmung 


Bemerkungen: Dieser Versuch soll neben dem Sauerstoffverbrauch den Umfang der 
gleichzeitigen CO,-Produktion vor Augen fiihren. 

* Die CO2-Werte in II ergeben sich als Summe des im Versuch abgelesenen positiven 
Druckes und des dem Sauerstoffverbrauch in I entsprechenden negativen Druckes. Infolge ver- 
hiltnismaBig hoher Zuckerkonzentration grofe Reaktionsgeschwindigkeit und rasches Ab- 
sterben der Trypanosomen bei noch Vorhandensein von 0,182 g-°/) Zucker. 


Untersuchungen iiber das gegensdtzliche Verhalten des Blutzuckers bei der 
Spirochdaten- bzw. Trypanosomeninfektion. 


Nach den grundlegenden Unterschieden in bezug auf den Stoff- 
wechsel der beiden Organismen in vitro war es zu vermuten, daB 
sie auch den Stoffwechsel des Wirtstieres in verschiedener Weise be- 
einflussen werden. Wir (1) haben ebenso wie auch Schern und viele 
andere (7) gezeigt, daB die Trypanosomiase mit Hypoglykamie einher- 
geht. Ahnliche Versuche sind unseres Wissens mit Spirochaten nicht 
ausgefiihrt worden. Wenigstens haben wir weder in der von Schern (8) 
als ,,St6rung des Zuckerstoffwechsels bei Trypanosomiasen und Spiro- 
chatosen“ betitelten Arbeit noch in den dort zitierten friiheren Mit- 
teilungen experimentelle Angaben tiber das Verhalten des Blutzuckers 
bei der Spirochateninfektion gefunden. 


Unsere eigenen hierauf gerichteten Versuche wurden an Ratten 
in den verschiedensten Stadien der Rekurrensinfektion ausgefiihrt. 
Einen tédlichen Verlauf des Krankheitsprozesses, wie bei der Trypanoso- 
miase, der den unmittelbaren Vergleich erméglicht hatte, konnten wir 
leider nicht planmaBig erzielen, da die uns zur Verfiigung stehenden beiden 
Rekurrensstimme (der oben erwahnte, sowie ein zweiter, den wir spater 








214 B. v. Fenyvessy u. G. Scheff: 


dem freundlichen Entgegenkommen von Herrn Primarius Dr. Melczer 
verdankten) Ratten nur ausnahmsweise téteten. Auch die in iibliche: 
Weise ausgefiihrten Versuche, dies durch Milzexstirpation, Blockade 
Sauerung oder Ernaihrungswechsel kiinstlich herbeizufiihren, sind im 
Gegensatz zu Kritschewskys bzw. Lisgunowas und Butjaginas (9 
Beobachtungen ohne Erfolg geblieben. Wir muBten uns daher be- 
gnigen, den Zeitpunkt zu bestimmen und auszunutzen, an dem die 
héchste Spirochitenzahl vorhanden ist. Das Verhalten des Blutzuckers 
unter diesen Umstanden zeigen folgende Angaben: 

Nach reichlichen Erfahrungen liegt der normale Blutzuckerspiegel 
der weiBen Ratten (nach 10- bis l5stiindigem Fasten) zwischen 0,09 
bis 0,1°,, ohne gréBere Schwankungen aufzuweisen. Beziiglich dessen 
Verhalten bei der Trypanosomiase sei nur auf unsere dlteren Ver- 
suche (1) verwiesen, die eindeutig gezeigt haben, daB der Blutzucker 
proportional zur Anzahl der Parasiten schon 20 Stunden vor dem Tode, 
bei sichtlich vélligem Wohlbefinden der Tiere, zu sinken beginnt und 
bis zum Endstadium etwa 0,02 bis 0,03 °,, erreicht. Die Hypoglykamie 
1aBt sich somit schon zu einer Zeit nachweisen, wo eine Heilung der 
infizierten Tiere z. B. durch ,,Bayer 205°‘ mit Sicherheit gelingt. Wir 
méchten daher auch an dieser Stelle, worauf allerdings in einer nachsten 
Arbeit noch eingehender zuriickzukommen sein wird, die Behauptung 
von Zotta und Radacovici (10) entschieden zuriickweisen, als ob es sich 
um eine agonale Erscheinung handeln wiirde. Eine Hyperglykamie 
bei Trypanosomiase haben wir aber an solchen Ratten, die voran- 
gehend wie iiblich gefastet haben, im Gegensatz zu Schern und Hor- 
maeche (11), trotz sehr zahlreicher und in den verschiedensten Stadien 
ausgefiihrter Versuche nie gefunden. 

Bei der Spirochatose dagegen ist die Hyperglykaimie ein gesetz- 
maBiger Befund, der die normale Héhe des Blutzuckers um das Doppelte 
iibersteigen kann. So fanden wir, wie aus der folgenden Tabelle er- 
sichtlich, bei einer Anzahl von Tieren, bei denen die Spirochaten im 
Blute ihre héchste Zahl erreicht hatten, einen Anstieg der Blutzucker- 
konzentration bis zu 0,16 bis 0,18°,,. Ein derartig enger Zusammen- 
hang jedoch, wie zwischen Trypanosomenzahl und Blutzuckersenkung, 
lieB sich zwischen der Zahl der Spirochaten und dem Grad der Hyper- 
glykamie nicht feststellen. Es entspricht zwar im allgemeinen einer 
héheren Spirochatenzahl ein héherer Blutzuckerwert, doch findet man 
auch Abweichungen davon. Niemals konnte aber eine Hypoglykamie 
gefunden werden. Bemerkenswert erscheint weiterhin, daB auch dem 
Verschwinden der Spirochéten aus dem Blute die Riickkehr normaler 
Zuckerwerte nicht so rasch folgt, wie bei der Trypanosomiase nach 
Ausheilung durch Bayer 205. Bei der Spirochatose konnten noch 
2 bis 3 Tage nach einer Krise iibernormale Werte angetroffen werden. 
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Stoffwechsel der Rekurrensspirochaten und der Trypanosomen. 


Tabelle VII. 





Spirochiten 


Ratte Infiziert on Blutzucker 

Nr. seit Tagen Tuschpraparate * g-"le 

, 3 + +--+ 0,146 

\ 4 ++-4 0,141 

4 ++-+ 0,104 

o 5 a oe 0,178 

ie } 7 + 0,166 

| 10 0) 0,134 

3 | 5 t a t 0,168 

: \ 6 | 0,124 

4 | 5 +++4-4 0,137 

\ 6 0,113 

| 4 1 4 0,132 

5 5 0 0,121 

| 11 (Rezidive) ++ 0,163 

{ 4 ++-4 0,102 

6 5 a a 0,170 

| 6 ++++ 0.141 

* + = im ganzen Tuschpriipaiate vereinzelte Spirochiten. ++ — Spirochiten zahl- 
reicher, jedoch nicht in jedem Gesichtsfelde zu finden. +++ =—in jedem Gesichtsfelde 
1 — 2—3Spirochiten. +++-+ = tiberall viele Spirochiiten. 


Jedenfalls geht aus obigem hervor, daf die Spirochaten und 
die Trypanosomen entsprechend der Verschiedenartigkeit ihrer in 
vitro nachweisbaren Stoffwechselvorginge auch den Stoffwechsel 
ihrer Wirtstiere wesentlich anders beeinflussen. Wahrend wir je- 
doch bei der Trypanosomiase in der Lage waren, die bio- 
chemischen Grundlagen des Krankheitsprozesses wenigstens _ teil- 
weise aus dem Stoffwechsel, insbesondere aus dem Zucker- und 
Sauerstoffverbrauch der Parasiten zu erkliren, gelingt das bei der 
Spirochatose vorlaiufig noch nicht. 
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Uber die Pektase-Wirkung. 


I. Mitteilung: 


Enzymatische Studien iiber giinstige Bedingungen der Pektasekoagulation. 


Von 
Alfred Mehlitz. 


[Aus der Wissenschaftlichen Abteilung der Versuchsstation fiir Obst- und 
Gemiiseverwertung, Geisenheim (Rhein). | 


(Eingegangen am 17. Mdrz 1930.) 


Bei seinen Untersuchungen tiber die Pektinstoffe beobachtete 
Frémy' als erster im Jahre 1840 die Bildung gallertartiger Pektin- 
niederschlige, die durch Zusatz von Karottensaften in neutralen, 
pektinhaltigen Extrakten hervorgerufen wurden. Diese Erscheinung 
betrachtete er als einen enzymatischen Vorgang, der auf der Wirkung 
eines bis dahin unbekannten Enzyms, der Pektase, beruhte. Wir be- 
zeichnen heute denselben Vorgang als Pektasekoagulation. 


Nach den Feststellungen Frémys wird durch die von ihm entdeckte 
Pektase, die z. B. im Karottensaft enthalten ist, Pektin in Pektinsiure um- 
gewandelt; er wahlte fiir diesen Vorgang die Bezeichnung ,,Pektingérung“. 
Seine Untersuchungen lehrten, daB diese Pektingirung ohne Gasentwicklung, 
ja sogar unter LuftabschluB vor sich geht. Als Temperaturoptimum der 
Pektingaérung bezeichnete er 30°. Heute wissen wir, daB8 mit der Bildung 
von Pektinséiure aus Pektin durch die Pektase eine Abspaltung von Methy]- 
alkohol einhergeht?, die nach Newberg und Kobel (s. unten) in 1 Stunde 90°, 
betragt. 

Die ersten aufklarenden Untersuchungen iiber den Chemismus der 
Pektingirung brachten viele Jahre spater die beiden Forscher Bertrand 
und Mallévre* (1894). Sie konnten namlich feststellen, daB die Bildung von 
gallertartigen Niederschligen in Pektinsiften eine sekundire Erscheinung 
darstellt, die stets erst dann eintritt, wenn der der Pektingirung unter- 
worfene Pektinsaft auch gleichzeitig ein Erdalkalisalz, am besten’ ein 
Calciumsalz, enthalt. Ihre Untersuchungen ergaben, daf der durch die 


1 Frémy, Journ. Pharm. Chim. 26, 292, 1840; Ann. de Chim. et Phys. 24, 
1848; Journ. f. prakt. Chem. 21, 1, 1840; Liebigs Ann. 67, 257, 1848. 

2 v. Fellenberg, diese Zeitschr. 85, 118, 1918. 

3 Bertrand und Mallévre, C. r. 119, TI, 1012 bis 1014, 1894; 120, I, 110 
bis 112, 1895; 121, IT, 726 bis 728, 1895. 
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Einwirkung der Pektase auf einen Pektinsaft entstehende Niederschlag au: 
pektinsaurem Kalk, Calciumpektat, bestand, welches in Wasser und 
schwachen Alkalien unléslich ist. Durch geeignete Einwirkung verdiinnte: 
Salzsiure konnte man den gallertartigen Niederschlag wieder lésen. Aut 
Grund dieses Untersuchungsergebnisses war es klar, daB die Gegenwart 
eines léslichen Calciumsalzes unbedingt nétig war, um auf dem Wege de: 
Pektingaérung einen gallertartigen Niederschlag zu erhalten. Oder nach 
Goyaud'; Die Pektingirung — Umwandlung von Pektin in Pektinsaure 
durch Einwirkung von Pektase auf Pektinsaft — fiihrt erst dann zur sicht 
baren Pektingallerte, wenn gleichzeitig ein Calciumsalz anwesend ist. 
Weitere Untersuchungen von Bertrand und Mallévre ergaben, daB die 
Pektasekoagulation in hohem MaBe von den relativen Mengenverhiltnissen 
zwischen Pektase, léslichem Calciumsalz und freier Saure abhangt. Obwoh! 
die Mengenverhaltnisse dieser drei Komponenten fiir die Pektasekoagulation 
von ganz ausschlaggebender Bedeutung sind, fehlen bis heute noch zu 
sammenhiangende, systematische Untersuchungen _hieriiber. Als Teil 
untersuchung ware eine Arbeit von Euler und Svanberg? zw erwahnen, die 
sich lediglich mit den Aziditaétsverhaltnissen beschaftigt. Diese Forscher 
untersuchten auch nur bestimmte Beerensafte (von ribes nigrum, r. rubrum 
und r. grossularia), die von Natur aus zur Pektasekoagulation neigten, bei 
denen also ein gewisses Mengenverhaltnis obiger drei Komponenten gegeben 
war. Lediglich das Siureverhaltnis wurde variiert. Nach Euler und Svanbery 
liegt das Optimum dieser gleichsam natiirlichen Pektasekoagulation bei 
Pu = 4,3. Von besonderer Bedeutung waren neben diesen Aziditatsstudien 
dieser Forscher ihre Untersuchungen iiber den enzymatischen Vorgang 
selbst. Sie konnten bestatigen, daB die Pektasekoagulation wirklich auf 
einer Enzymwirkung beruht; durch Erhitzen des die Pektase enthaltenden 
Beerensaftes auf 95°C wurde das Enzym inaktiviert, was sich durch Aus- 
bleiben der Pektasekoagulation kundtat. In einem weiteren Versuch 
konnten sie ferner feststellen, daB8 eine Spezifitat der Pektase auf Pektine 
verschiedener Gattungen einer Unterfamilie (1. c.) nicht besteht. In neuerer 
Zeit sind sehr interessante Untersuchungen iiber die Wirkung von Tabak- 
pektase von C. Neuberg und M. Kobel* erschienen. Es gelang diesen 
Forschern, in frischen Tabakblattern eine sehr wirksame Pektase nach- 
zuweisen, deren Wirkung auch an schwachen Lésungen von Citronen- 
pektin und unter Variation der Wasserstoffionenkonzentration studiert 
wurde. Gute Koagulationsergebnisse — nur die Koagulationszeiten wurden 
beriicksichtigt — wurden in der Nahe der natiirlichen Wasserstoffionen- 
konzentration des Tabaksaftes von py = 5,5 gefunden. Sowohl nach der 
sauren als auch nach der alkalischen Seite hin, traten bei gréBeren py-Ab- 
weichungen mehr oder weniger Hemmungen in der Koagulationsdauer ein. 
SchlieBlich ist noch eine Arbeit von Th. Andreadis‘ iiber Untersuchungen 
an Tabakpektase zu erwihnen. Dieser Forscher konnte insonderheit nach- 
weisen, daB durch die Fermentation des Tabaks eine ganz betrichtliche 
Schadigung der Tabakpektase in bezug auf ihre koagulierende Wirkung auf 
Apfelsinen- und Citronenpektin eintritt. Diese Untersuchungen hatten nicht 
die Charakterisierung der Pektasekoagulate zum Ziel. Fiir eine ausreichende 
Beurteilung der Pektasewirkung scheint mir jedoch die Beschreibung der 


1 Gouyaud, C.r. 135, 537, 1902. 

2 Kuler und Svanberg, diese Zeitschr. 100, 271, 1919. 

3 Neuberg und Kobel, diese Zeitschr. 190, 232, 1927; 197, 492, 1928. 
4 Andreadis, ebendaselbst 211, 395, 1929. 
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igenschaften der Koagulate, insbesondere ihrer Festigkeit, unerlaBlich zu 
ein. Es miiBte Gegenstand spaiterer Arbeiten sein, die Festigkeiten der 
oagulate, sofern es sich um typische Gallerten handelt, mit geeigneten 
MeBinstrumenten, z. B. mit einem Gelometer, oder einem sonstigen Apparat 
zur Bestimmung der ZerreiBfestigkeit und der Zugkraft von Gallerten, 
stets zu priifen. 

Der Zweck der vorliegenden Arbeit soll es nun sein, die optimalen 
Bedingungen der Pektasekoagulation kennenzulernen. In systemati- 
schen Untersuchungen soll die Pektasewirkung unter Beriicksichtigung 
der Me genverhaltnisse der drei bereits genannten Koagulations- 
komponenten: Pektase, Calciumsalz und Aziditaét studiert werden. 
Aber noch eine weitere, selbst sehr wichtige Komponente des Ko- 
agulationssystems soll in dieser Arbeit beriicksichtigt werden: das 
Pektinverhaltnis. Durch Variation der vier Komponenten gegen- 
einander mute es méglich sein, Klarheit iiber die optimalen Be- 
dingungen der Pektasekoagulation zu erlangen. 


Experimenteller Teil. 


Um die beabsichtigten Versuche durchfiihren zu kénnen, war 
es erforderlich, die natiirlichen, pektinhaltigen Fruchtsafte, gleichgiiltig 
ob ungekocht oder gekocht, als Testobjekte auBer acht zu lassen. In 
allen solchen Fruchtsaften lassen sich nur Untersuchungen im Rahmen 
der jeweils vorliegenden Verhialtnisse ausfiihren. Als sehr gut geeignet 
erwies sich nun eine Handelspektinlésung! von folgender Beschaffenheit : 


I SS i cg Sk gas we ee ee 
DS Ger RNS Sk Ge aes 5 ORS 
SEEN Ee a oe eee ae eee 4,04, 
Petia. oie Oe-reeeet nce wk kee re we wo os SY 
Ca-Pektat .100/Extrakt. .... oy i 


Diese Pektinlosung stellt einen pektinangereicherten Apfelpektin- 
extrakt dar, welcher sich nur durch einen geringeren Sauregehalt gegen- 
iiber dem in den Obst verarbeitenden Betrieben heute gebrauchlichen 
Apfelpektinextrakt unterscheidet. Unter Verwendung eines solchen 
Pektinextrakts war es nun mdglich, alle vorgenannten Komponenten 
der Pektasekoagulation beliebig gegeneinander zu variieren. 


Herstellung von Pektase aus Luzerne. 

Von besonderer Bedeutung war die Herstellung eines Pektasepraparates 
mit hochaktiven Eigenschaften. Bertrand und Mallévre haben bereits 
annahernd quantitative Untersuchungen iiber die Wirksamkeit der Pektase 
verschiedener Pflanzensafte angestellt. So z. B. mit PreBsiaften aus Tomaten, 
Weintrauben, Stachelbeeren, Méhren und jungen Karotten. Die Pektase- 
wirkung in diesen Pflanzenséiften erwies sich aber als mehr oder minder 





1 Verwendet wurde eine Pektinlésung, Pomosinextrakt KO L, der Firma 
Pomosinwerke, G.m. b. H., Frankfurt a. M. 
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gering gegeniiber derjenigen aus PreBsiften von Kartoffelblattern, Klee, 
Luzerne und Steckriibenblattern. 

Orientierende Versuche an Ausgangsmaterialien, die mir zur Ver- 
fiigung standen, ergaben eine ganz ausgezeichnete Pektasequelle in 
Luzerneklee. Mit dem PreBsaft frisch gemaihter Luzerne konnten in 
einem Vorversuch feste und schnittfahige Pektasekoagulate in einige: 
Sekunden hergestellt werden. 

Bei der Herstellung der Pektase wurde nun folgende Arbeitsweise 
beobachtet : 

5000 g frisch gemahter Luzerne wurden auf einer Fruchtpresse 
(Alexanderwerk 5200) ausgepreBt. Hierbei wurden 1682 g RohpreBbsaft 
erhalten. Der sich in groBer Menge bei dem Auspressen bildende Schaum 
ist entfernt und in die Ausbeute an RohpreBsaft nicht eingerechnet 
worden. Mit diesem PreBsaft wurde folgende Vorprobe angestellt : 

Die eingangs beschriebene Pektinlésung wurde auf die Halfte verdiinnt, 
und von dieser verdiinnten Lésung wurden 10 ccm in einem Reagenzglas 
mit 10ccem PreBsaft versetzt, kraftig umgeschiittelt und das Gemisch 
sofort in eine kleine Kristallisierschale gegossen. In etwa 30 Sekunden war 
eine spréde, aber feste, schnitt- und stiirzfahige Gallerte von griiner, un 
durchsichtiger Farbe entstanden. 

Der gewonnene RohpreBsaft wurde nun mit Chloroform versetzt 
und in einer fest verschlossenen Flasche 22 Stunden im Dunkeln auf- 
bewahrt. Hierauf wurde der PreSsaft filtriert, nachdem zuvor der 
groBte Teil der Trubstoffe abzentrifugiert worden war. Das Zentri- 
fugieren des Rohsaftes erleichtert die folgende Filtration durch ein 
Faltenfilter ganz bedeutend. Das dunkelbraune Filtrat war ziemlich 
klar. Es empfiehlt sich, dieses Filtrat nochmals durch ein Faltenfilter 
zu filtrieren, wodurch man einen ganz klaren Saft erhalt. 

Die Aktivitat des pektasehaltigen Luzernesaftes wurde 6fter durch 
Ausfiihrung der oben angegebenen Vorprobe kontrolliert. Auch der 
klar filtrierte Luzernesaft ergab eine feste, schnitt- und stiirzfihige 
Gallerte, die jetzt aber von gelber, undurchsichtiger Farbe war. 

Aus 1682g RohpreBsaft wurden 970ccm doppelt filtrierter, klarer 
Luzernesaft erhalten. Nunmehr wurde der klare Saft unter Umriihren 
mit dem doppelten Volumen 90 °, igen, reinen Alkohols versetzt. Hierbei 
entstand ein weiBer Niederschlag, welcher auf einer Porzellannutsche 
abgesondert und durch Abpressen mit einem Pistill und scharfes Ab- 
saugen vom Alkohol befreit wurde. Der Niederschlag wurde in einem 
Porzellanmérser mit wenig Wasser innig verriihrt, dann in ein Becher- 
glas gebracht, mit 400 ccm destillierten Wassers zwecks Lésung der 
Pektase versetzt und 15 Stunden unter gelegentlichem Umriihren 
stehengelassen. Die wieder in Lésung gegangene Pektase wurde hierauf 
vom Riickstand durch ein Faltenfilter abfiltriert. Das klare Filtrat 
wurde in diinnem Strahl in 90°.igen Alkohol gegossen, wobei sich 
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lie Pektase von neuem ausschied. Der Pektaseniederschlag wurde 
lann abgenutscht und nach scharfem Absaugen im Vakuumexsikkator 
uber Caleiumchlorid getrocknet und pulverisiert. Die Ausbeute betrug 
sg Pektasepulver. Das auf diese Weise erhaltene weibe Pektasepulver 
l6ste sich in Wasser mit goldgelber Farbe sehr gut. 

Fiir die folgenden Versuche wurde nun stets eine jedesmal frisch 
hereitete 10°. ige wasserige Pektaselésung verwendet, die ein py von 
etwa 6,70 hatte. Wahrend die Haltbarkeit des in einem fest ver- 
schlossenen Glaschen aufbewahrten Pektasepulvers gut war (nach 
4 Monaten noch voéllig unverandert), verlor die 10°,ige Pektaselésung 
bereits nach 3 bis 4 Tagen ganz erheblich an Wirksamkeit. 


1. Versuchsreihe: Pektasevariation. 

Von den vier an der Pektasekoagulation beteiligten Komponenten 
wurde zuerst die Pektase betrachtet. Die Versuchsanordnung war 
folgende: 

Zu gleichen Mengen der auf die Hialfte verdiinnten, eingangs be- 
schriebenen Handelspektinlésung, in welcher 0,3°,, Calciumchlorid 
unter Erwarmen auf dem Wasserbad aufgelést wurde, wurden wechselnde 
Mengen einer 10°, igen Pektaselésung zugesetzt. Gleichzeitig wurde 
fiir die Einhaltung eines praktisch konstanten Wassergehalts im 
Koagulationssystem gesorgt. Wie aus der nachstehenden Tabelle I 
hervorgeht, wurde dabei so verfahren, daB das Gesamtvolumen an 
10°. iger Pektaselésung und Wasser stets das gleiche blieb. Mit zu- 
nehmenden Zusitzen an Pektaselésung wurden daher die Wasser- 
zusitze entsprechend vermindert. Die Koagulationskomponenten 
Pektin, Calciumsalz und Aziditaét wurden konstant gehalten. Zuerst 
wurde die Pektaselésung in ein Reagenzglas gegeben, hierauf die er- 
forderliche Menge Wasser und zum SchluB die oben angegebene Pektin- 
losung. Das Gemisch wurde kurz und kraftig geschiittelt und sofort 
in eine kleine Kristallisierschale gegeben, die gleich verschlossen wurde. 
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der folgenden Tabelle I 
zusammengestellt worden. 

Aus den in dieser Tabelle aufgefiihrten Ergebnissen ist zunachst 
ersichtlich, daB das py in den Koagulaten sich mit zunehmender Pektase- 
konzentration nur unwesentlich in saurer Richtung verschiebt. Eine 
ahnliche Beobachtung machten auch Euler und Svanberg (1. c.). Obwohl 
diese Forscher ihre Untersuchungen nur an einem Fruchtsaft ohne 
Pektasevariation vornahmen, laBt sich das Ergebnis ihrer Studien tiber 
die Aziditatsverhaltnisse bei der Pektasekoagulation doch mit den hier 
gemachten Feststellungen vergleichen. Bei cer Betrachtung der 
Kolumne_ ,,Koagulationsdauer“ fallt die sehr rasche Abnahme der 
Koagulationszeiten mit zunehmender Pektasekonzentration auf. Sehr 
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interessant sind die Ergebnisse der gebildeten Gallerten selbst. Alle 
Pektasekoagulate dieser Versuchsreihe sind namlich als typische Gallerten 
zu bezeichnen. Sie besitzen ganz ausgesprochene Gelstruktur, wie z. B. 
Gelatine- oder Fruchtgelees. Die ,,Pektasegelees‘‘ sind je nach der 
Pektasekonzentration weich bis sehr fest. Sie lassen sich z. B. mit 
Fruchtgelees —- aus Pektin und Zucker! — hinsichtlich der Konsistenz, 
Schnitt- und Stiirzfahigkeit vergleichen. Infolge ihres sehr hohen Wasser- 
gehalts (etwa 95°.) sind die Pektasegallerten natiirlich spréder als 
Pektin/Zuckergelees. Ihr Geschmack ist nahezu indifferent. 

Betrachten wir nun die Koagulationsergebnisse vom Standpunkt 
der typischen Gallerten aus, so kann man das Pektasegelee des dritten 
Versuchs obiger Versuchsreihe als brauchbar bezeichnen. Es handelte 
sich nun bei der Durchfiihrung der weiteren Untersuchungen darum, 
aus den Ergebnissen der ersten Versuchsreihe eine Gallerte zu wahlen, 
die in bezug auf die Pektasekonzentration noch ganz sicher ein gutes 
Koagulationsergebnis zeitigt. Als hierfiir besonders geeignet habe ich 
die Gallerte des vierten Versuchs gefunden. Bei meinen spateren 
Untersuchungen tber die tbrigen Koagulationskomponenten habe ich 
daher diese Gallerte als ,,Standardgallerte’ verwendet. 


2. Versuchsreihe: Calciumvariation. 

Als zweiten Faktor der Pektasekoagulation untersuchte ich den 
EinfluB der Konzentration des Calciumsalzes. Die Pektase-, Pektin- 
und Saurekonzentrationen wurden konstant gehalten, wahrend die 
Konzentration des Calciumsalzes variiert wurde. Dabei wurde so ver- 
fahren, daB stets die Standardgallerte des vierten Versuchs der ersten 
Versuchsreihe mit wechselndem Gehalt an Calciumchlorid hergestellt 
wurde. Die Zusitze an Calciumchlorid wurden jedesmal in die auf die 
Halfte verdiinnte Pektinlésung unter Erwairmen auf dem Wasserbad 
gemacht, so daB die Pektinlésung des 


1. Versuchs . . . . . . 0,2°, Caleiumchlorid 
2. mt ¢ ee Sa a 

3. am pose ke a? ee oe 

4 a wearer oe 


enthielt. Die so vorbereiteten Pektinlésungen wurden zu gleichen 
Teilen mit der verdiinnten Pektaselésung im Mengenverhaltnis des 
Standardversuchs I, 4 zur Reaktion gebracht. Die Versuchsergebnisse 
waren die in der folgenden Tabelle I] aufgezeichneten. 

Auch bei dieser Versuchsreihe findet mit zunehmender CaCl,- 
Konzentration im Koagulationssystem keine wesentliche py-Anderung 
statt. Alle Koagulate sind auch in diesem Versuch als typische Gallerten 


1 Mehlitz, Konserven-Industrie 12, 467ff., 1925. 
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Tabelle II. 





Zusammensetzung der 


Angewandte Substanzen Pektasekoagulate 








eee ene 7 z 
z 5 - $ a =: = g Beschreibung dei 
“o$ z s ~ se Ros Pektasegallerten 
- } ee 5 cl s sh | Pull & 
St . ) Tae g 
Nr. eem com eem 0 9 Pa, Std 
l Klare, helle, mitte/ 
8 ‘ 0 0.8 0.10 85 80 ° feste Gallerte 
: 0 4,2 . rl 0,85 | 48 ° | Schnitt und stiirz 
fihig. 
| Klare, helle, fest 
2 08 4,2 5,0 0,8 0,15 0,85 4,88 6 Gallerte. Schnitt 


| und stiirzfahig. 


Klare. helle, mitte/ 
| feste Gallerte. 

3 6008 4.2 5,0 0,8 030 0,85 4,90, 16 Weicher als Nr. 2 

| Schnitt- und stiirz- 
fahig. 

| Klare, helle, mitte/ 

feste bis weiche Gal- 

| lerte. Noch schnift- 
fahig. 


4 08 42 | 50 O08 0,50 0,85 /491 24 


anzusprechen. Die Beurteilung des optimalen CaCl,-Zusatzes richtet 
sich daher auf den Ausfall der Gallertbildung, d. h. auf deren Festigkeit 
und Koagulationsdauer. Bei Betrachtung der Kolumne ,,Koagulations- 
dauer‘‘ la8t sich mit zunehmender CaCl,-Konzentration tiber 0,15°,, 
hinaus eine ganz wesentliche Vermehrung der Koagulationszeit wahr- 
nehmen. Uber einem CaCl,-Zusatz von 0,15 °,, z. B. von 0,30 %, findet 
fast eine Verdreifachung der Koagulationszeit statt. Noch bedeutender 
wird die Zunahme der Koagulationszeit bei einem CaCl,-Gehalt von 
0,50°, in der Pektasegallerte. Aus den Versuchsergebnissen folgt, 
daB in bezug auf die CaCl,-Konzentration das Optimum bei 0,15°,, 
liegt, waihrend es bei 0,30°,, CaCl, schon ganz deutlich tiberschritten 
zu sein scheint. 


Diese Beobachtung laBt sich in Einklang mit der von Bertrand 
und Mallévre! gemachten bringen. Diese Forscher empfehlen, ohne die 
Angelegenheit quantitativ verfolgt zu haben, ,,nicht zu groBe Mengen* 
von Erdalkalien zu verwenden, da sonst leicht nur sehr schwache 
Gallertbildungen erhalten wiirden, die die normale Reaktion ver- 
schleiern. Von diesem Gesichtspunkt aus betrachtet, interessiert nun 
ganz besonders die letzte Kolumne der Tabelle II, in welcher die einzelnen 


1 Bertrand und Mallévre, C.r. 119, 184, IT, 8. 1013 bis 1014. 
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Gallerten beschrieben worden sind. Wahrend die zweite Gallerte mit 
0,15°, CaCl, eine solche von ausgezeichneter Konsistenz darstellt, 
fallt die dritte Gallerte mit 0,30°,, schon ganz stark ab. Das Optimum 
des Calciumzusatzes scheint im dritten Versuch dieser Versuchsreihe 
schon deutlich iiberschritten zu sein. Besonders auffallig ist die Uber- 
schreitung des Optimums in der vierten Gallerte. Die bei den Koagula- 
tionszeiten gemachten Beobachtungen hinsichtlich der Uberschreitung 
des optimalen Zusatzes an Calciumsalz fanden im Ausfall der Gallert- 
bildungen ihre Bestatigung. Auf Grund der vorliegenden Unter- 
suchungsergebnisse empfiehlt es sich, den Calciwmchloridzusatz von 
0,15°., in der Pektasegallerte als optimal anzusehen. Aus diesem Grunde 
wurde auch in den weiteren Versuchsreihen stets eine Pektinlésung 
verwendet, die einem CaCl,-Gehalt von 0,15°,, in der, , standard- 
gallerte 


‘ entsprach, also 0,3°,, CaCl, in der Pektinlésung. 
3. Versuchsreihe: Pektinvariation. 

In dieser Versuchsreihe wurde der dritte Faktor der Pektase- 
koagulation einer genauen Betrachtung unterzogen. Unter Beibehaltung 
feststehender Pektaseverhaltnisse wurde die Pektinkonzentration durch 
wechselnde Zusatzmengen an Pektinlésungen variiert. Eine geringe 
pu-Anderung (5,50 bis 4,65) lieB sich hierbei nicht vermeiden, da sich 
mit wechselndem Zusatz an Pektinlésung zwangsliufig auch die Saure- 
konzentration in der jeweils gebildeten Pektasegallerte anderte. Fiir 
die vorliegenden Untersuchungen diirfte aber die dabei beobachtete, 
relativ geringe py-Anderung unberiicksichtigt bleiben, da eine py- 
Anderung innerhalb so geringer Grenzen, wie wir spater sehen werden, 
auf den Ausfall der Gallertbildung praktisch keinen EinfluB hat. 

Bei der Durchfiihrung dieser Versuchsreihe wurde nun so verfahren, 
daB bei konstantem Pektasegehalt von 0,8’, in der Gallerte die Zusiitze 
an Pektinlésung, welche 0,3°,, Calciumchlorid enthielt, im Verhaltnis 
zur Zusatzmenge an Wasser in der Standardgallerte vermindert oder 
vermehrt wurden. Wie die nachstehende Tabelle II] zeigt, wurden 
entsprechend den Pektinlésungszusitzen die Wasserzusitze erhdht 
bzw. vermindert, so daB in den gebildeten Gallerten der Gesamtgehalt 
an Wasser nicht viel geindert wurde. In den Versuchen 10 und 11 
wurden wegen nicht mehr ausreichenden Pektingehalts der verdiinnten 
Pektinlésung konzentriertere Pektinl6sungen derselben Art verwendet. 
Versuch 10 erhielt einen Zusatz von 9 ccm der nur zu einem Viertel 
verdiinnten, eingangs beschriebenen Handelspektinlésung. Der Pektin- 
gehalt betrug also in der zum zehnten Versuch benutzten Pektinlésung 
2,55", Calciumpektat. Um das Pektin/Calciumchloridverhaltnis kon- 
stant zu halten, wurde auch die Calciumchloridkonzentration auf 0,45 ° , 
erhoht. Versuch 11 wurde direkt mit der unverdiinnten, 3,40°,, Pektin 
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(Ca-Pektat) enthaltenden Pektinlésung ausgefiihrt, welcher aus dem oben 
angefiihrten Grunde 0,6°,, Calciumchlorid zugesetzt worden waren. 

Die Versuchsergebnisse dieser Reihe sind in der folgenden 
Tabelle III zusammengestellt worden. 

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB mit zunehmender Pektin- 
konzentration im Koagulationssystem das pq sich, wie bereits oben 
bemerkt, zwangslaufig in saurer Richtung verschiebt. In auffilliger 
Weise werden auch die Koagulationszeiten verindert. Mit zunehmender 
Pektinkonzentration findet zunachst eine Verkiirzung, dann aber 
wieder (vom achten Versuch ab) eine Zunahme der Koagulationszeiten 
statt. Wir haben also ein Optimum in bezug auf die Lange der Koagula- 
tionsdauer beim sechsten und siebenten Versuch. Beziiglich der ge- 
hildeten Pektasegallerten wurden mit zunehmender Pektinkonzentration 
alle Stadien von der negativen bis zur gummiartig-festen Gallertbildung 
durchlaufen. Die Festigkeit der Pektasegalierten nahm regelmaBbig zu. 
Die Kolumnen ,,Pektase‘‘ und ,,Pektin‘‘ lehren, daB 0,8 Teile Pektase 
noch mit allerbestem Erfolg 3,06 Teile Pektin, also etwa viermal so viel, 
zu koagulieren vermégen. Mit der bei diesen Versuchen verwendeten 
Pektinlésung lieB sich eine weitere Erhéhung der Pektinkonzentration 
iiber 3,06 °,, Ca-Pektat im Koagulationssystem leider nicht vornehmen, 
da ihr Pektingehalt mit 3,40°,, Ca-Pektat begrenzt war. Es ist jedoch 
mit Sicherheit anzunehmen, daB die pektinkoagulierende Kraft der 
Pektase noch weitaus héher liegen wird. Nach Otto und Kinzel' soll 
die Pektase sogar das 1000fache einer 0,75°.igen Pektinlésung in 
40 Stunden zur Koagulation bringen kénnen; d.h. ein Teil Pektase 
koaguliert in 40 Stunden 7,5 Teile Pektin. Die Versuche zeigen ferner, 
daB unterhalb von 0,68°,, besser noch 0,85°,, Ca-Pektat keine be- 
friedigenden Koagulationsergebnisse erreicht werden. Vom Standpunkt 
der gerade zufriedenstellenden Gallertbildung mu8 der fiinfte Versuch 
mit 0,85°,, Ca-Pektat als am giinstigsten bezeichnet werden. . 


4. Versuchsreihe: py- Variation. 

In der letzten Versuchsreihe wurde der EinfluB der Wasserstoffionen- 
konzentration auf die Pektasekoagulation untersucht. Zu diesem 
Zwecke wurde stets ein Standardgelee (0,8 ccm Pektaselésung + 4,2 ccm 
Wasser + 5,0 ccm praparierte Pektinlésung) mit der zur Halfte ver- 
diinnten Handelspektinlésung — mit einem Pektingehalt von 1,70°,, 
Ca-Pektat und einem Ca-Cl,-Gehalt von 0,3°., — hergestellt. Die zur 
Variation des py erforderlichen Saure- und Basenzusitze wurden 
direkt in die Pektinlésung gegeben, und zwar derart, dab das Gesamt- 
volumen (9,2cem) von Pektinlésung plus Wasser plus Séure- oder 


1 Otto und Kinzel, Landw.-Vers.-Station 59, 217 bis 251. 


15* 
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Basenzusatz konstant gehalten wurde. Zur bequemeren Vorbereitun: 
der Pektinlésungen und wegen der darin erforderlichen py-Bestimmunge: 
wurde stets die vierfache Menge hergestellt. 


1. 20cem Pektinlésung + 16,8 cem Wasser 
fiir die py-Variation in alkalischer Richtung: 


2. 20cem Pektinlésung + 0,2 cem n NH,OH + 16,6 ccm Wasser 


3. 20 ,, ss + 0,3 , n NH,OH + 16,5 ,, ” 
4. 20 ,, * + 04 , n NH,OH + 16,4 ,, re 
Se ” + 0,56 , n NH,OH + 16,3 ,, % 


fiir die py-Variation in saurer Richtung: 


6. 20 cem Pektinlésung + 0,2 ccm n Weinsaiure — 16,6 cem Wasser 


a pe + 0,4, on a + 16,4 ,, - 
mH . mn + 0,6 , on * + 16,2 ,, 
So 2 w 9 t+O,8s , nn +e + 16,0 ,, 

a as - i. oo. & oe + 15,8 ,, 

2: 2 « 99 a a os 15,6 ,, - 
i 2 ” oe o« 2 - + 15,% 

i oe * + ep » — 11,8 


Von diesen Gemischen wurden je 9,2 ccm in Reagenzglisern mit je 
0,8 cem 10°.iger Pektaselésung versetzt, kurz und kraftig umgeschiittelt 
und sofort in kleine Kristallisierschalen gegeben, die sofort verschlossen 
wurden. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der folgenden 
Tabelle IV zusammengestellt worden: 


Der Versuch 1 dieser Reihe wurde mit der Originalpektinlésung, 
welche 1,70°,, Ca-Pektat und 0,3°, CaCl, enthielt, ausgefiihrt. Ver- 
suche 2 bis 5 wurden mit Basenzusitzen, Versuche 6 bis 13 mit Saure- 
zusitzen ausgefiihrt. Mit zunehmendem py in alkalischer Richtung 
wurde zunichst Abnahme der Koagulationsdauer beobachtet. Uber 
einem py von etwa 5,0 trat jedoch wieder merkliche Verlangsamung 
der Koagulationsdauer ein. Es besteht also beziiglich der Koagulations- 
ergebnisse ein Optimum bei py = 4,8 bis 5,0. Euler und Svanberg (1. c.) 
konnten bei ihren Versuchen mit Johannisbeersiften als py-Optimum 
der Pektasekoagulation ein solches von 4,3 bis 4,5 bezeichnen. Es 
scheint nicht ausgeschlossen, daB ein kleiner Unterschied in den Pektase- 
arten verschiedener Herkunft besteht. Dariiber kénnten nur syste- 
matische Untersuchungen an mehreren Pektasepriparaten naheren 
AufschluB geben. Die Untersuchungen iiber diesen Gegenstand gehen 
weiter. 


Besonders auffallig ist der stetige Abfall des Koagulationsergebnisses 
in saurer Richtung der py-Variation. Die Koagulationsdauer nimmt mit 





IV. 


Tabelle 




























Fe uoqarqas woruswoy as 7 ” ' ™ ‘© 2 ‘ F 
nN bissny BYOA ‘aysol[ey auiy leuadce a It'€ cR'0 clo 80 tAZ OG or RU eI 
jpuagyoyfsezy bunpjig)42]]04) | \ : _ er me .é or = ey ‘ 5 
wnz zposup sabursabh zuny || SP sty #80 910 80 &EE vs cy ev el 
OWo][BH) apu fae saz ‘ayoran | we 4 ‘ P orn ; = - - 
Yr] MaPLOLIYND *BIBLM } 08 vor 98'°0 S10 80 ere vs cP sv i 
aelyer) apuagyoif | - 6 a oo ‘ ie _ at 6 
-4aZ Pun ayoian AYas ‘ORY | 16 ley 28°0 s1'0 80 Oss 0% GF 8U OF 
aya][By abisatwb | : = so al 6 es vs os 6 
pun AYOtan AY O8 ‘adB]y { cy SE ¥ Cy 0 cl U 8 0 19 te 0 Cc G 4 Ss U 6 
HANH Wy MAM “OIBLY] IT FF = G80 cro 8'0 1L'g 0'¢ oF 80 8 
a 9} 4o][ BE) | . = — wet ,6 sali diss ot 6 
oF PYIIIN SY aysaf) pin ‘ale, y | 6 cP v g8°0 SI iu 80 68° 0¢ oF 80 L 
< Sige PAUyoS l a - ' . = ‘i . ’ 
1 -osioneg apeafjayim ‘ory || 2 CCF os‘ cT'0 80 96'E o'¢ oF 8'0 9 
- 
5 : 9 eg‘ ero 80 08s oe ar 80 ¢ 
£ : GF $2'¢ ‘0 et0 80 08 s 0’¢ oF 80 t ° 
os oqlossu t Lo’¢ o8"0 cTO 80 6G L vg or 80 € 
a | * + ag’ cro 8'0 66°F 0'¢ at 80 z 
~FHLUYO *oysaT] Vy apsaf‘orepy | a a . = ] 
Giyvfzangs pun -ypruyoy | ‘ a re oe ; , ae i ; 
‘oual[ey aysafpayrm ‘oaepy | gc ooF C80 eT 0 8U 80°F O¢ GF 80 I 
uapunis 9 0/5 O/5 UaTUNSoO| u ay) “IN 
Hd yeVYA -B) : Rei - Funsol 
die ‘ op sye “T)B8) asViyed Udll BauAC -ulyyed JOSSBAY - Wed 
wate -~ gnEpst wrmed ; , aap Hd oWoWedetd am 0 001 ee 
-Bp nse $ 
oye[nsAvoOYyeseyog Jap Funzjosuouwmesnz UIZURISqNgS sjpuwemosuy 
“AT 922990. 
fs QRee we d PE Mea TES do EE 6x 
3 of 5 e» Sas ~~ 2 2 & & ~ 8 or gs 2 = 


230 A. Mehlitz: 


verhaltnismaBig geringer py-Verschiebung in saurer Richtung standi, 
zu und betragt bei einem py von 4,18 schon 45 Stunden. Neben de: 
ganz groBen Zunahme der Koagulationszeiten findet gleichzeitig ein, 
Abnahme der Gallertfestigkeit statt. Versuch 13 mit einem pg von 3,4! 
lieferte tiberhaupt keine Gallerte mehr. 


Vorstehende Versuche haben in Bestatigung derjenigen von 
Bertrand und Mailleévre (\. c.) ergeben, daB in spezifisch sauren Frucht- 
siften keine oder nur ungeniigende Pektasekoagulationen entstehen 
Im Gegensatz zu diesen Forschern konnte aber festgestellt werden. 
daB zur Pektasekoagulation durchaus keine Neutralitat des Koagulations- 
systems erforderlich ist, daB vielmehr die giinstigsten Koagulations- 
ergebnisse in ein ausgesprochen saures py-Bereich, im vorliegenden 
Falle von py = 4,8 bis 5,0, fallen. 


Zusammenfassung. 


Meine vorliegenden Studien tiber giinstige Bedingungen der Pektase- 
koagulation lassen sich kurz zusammengefabt folgend wiedergeben: 


1. Ein auf die beschriebene Weise hergestelltes Pektasetrocken- 
praiparat war nach 4 Monaten noch unverandert wirksam. 10° .ige, 
wisserige Lésungen dieser Pektase verloren schon nach 3 Tagen an 
Wirksamkeit. 

2. Fiir eine giinstige Pektasekoagulation sind ganz bestimmte 
Mengenverhiltnisse zwischen den vier an der Koagulation beteiligten 
Komponenten: Pektase, Calciumsalz, Pektin und Wasserstoffionen- 
konzentration maBgebend. 


3. Bei sonst gleicher Zusammensetzung der Pektasekoagulate 
nimmt die Koagulationsdauer mit zunehmender Pektasekonzen- 
tration ab. 


4. Die bei den vorliegenden Untersuchungen erzielten Pektase- 
koagulate gleichen in bezug auf Konsistenz, Schnitt- und Stirzfahigkeit 
typischen Gallerten, ahnlich den Gelatine-, Agar- und Pektin/Zucker- 
Gallerten. Ihre Struktur ist jedoch im allgemeinen feiner und spréder ; 
ihr Geschmack indifferent. Sie diirften als Nahrbéden mit Vorteil zu 
verwenden sein. 


5. Als giinstige Calciumsalzkonzentration im Koagulationssystem 
wurde eine solche von 0,15°,, Calciumchlorid erkannt. 


6. Hinsichtlich der Pektinkonzentration wurden die _ besten 


Koagulationsergebnisse bei etwa 1°, Ca-Pektat in der Pektasegallerte 
erzielt. Sowohl héhere als auch niedere Pektinkonzentrationen ver- 


zogern die Koagulationsdauer. 
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7. Die Festigkeit der Pektasegallerten stieg mit zunehmender 
Pektinkonzentration stetig an. Unterhalb eines Pektingehalts von etwa 
0,7°,, Ca-Pektat wurden keine befriedigenden Koagulationsergebnisse 
mehr erreicht. 


8. Das py-Optimum der Pektasekoagulation liegt bei py = 4,8 
bis 5,0. 

9. Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen lassen sich 
namentlich in bezug auf die Ergebnisse der Pektasegallertbildungen 
neue, vielseitige Verwendungsmdglichkeiten fiir Pektin, einem der 
neuesten Spezialgebiete der Obstverwertung, voraussehen. 





Uber den Einflu6 der Lichtstrahlen auf den 
Gesamt-Cholesteringehalt der Haut. 


Von 
S. Kawaguchi. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mdrz 1930.) 


DaB die Haut unter dem Einflu8 des Lichtes sich verandert, ist 
eine alte Erfahrungstatsache, und ebenso ist bekannt, dab die damit 
verbundene Pigmentansammlung in der Haut nur als eine Teilerscheinung 
eines sicherlich weit umfangreicheren Prozesses aufzufassen ist. Weitere 
Einzelheiten dieses Prozesses suchten Wohlgemuth, Sugihara! und 
Ikebata® aufzudecken, indem sie den Fermentbestand der Haut vor 
und nach der Bestrahlung studierten. Sie fanden, entsprechend der 
gesteigerten Pigmentierung der Haut, eine Zunahme der Phenolase; 
auBerdem fanden sie eine Abnahme der Lipase, besonders aber der 
Amylase und, entsprechend dem geschwachten Glykogenabbauvermégen, 
eine Schidigung im Abbau der Kohlenhydrate itiberhaupt, gemessen 
an der Milchsdéurebildung der Haut, aus verschiedenen Zuckerarten 

DaB damit aber die Wirkung der Lichtstrahlen auf die biologische 
Zusammensetzung der Haut noch keineswegs erschépft ist, unterliegt 
keinem Zweifel, und ich bin deshalb gerne der Aufforderung von Herrn 
Prof. Wohlgemuth gefolgt, zu untersuchen, ob unter dem EinfluB der 
Belichtung sich der Gesamtcholesteringehalt der Haut nach irgend- 
einer Richtung hin andert. Die Beantwortung gerade dieser Frage 
verdient ein besonderes Interesse im Hinblick auf die experimentell 
gesicherte Tatsache, daB es bei Kiihen durch Bestrahlung mit Héhen- 
sonne gelingt, den Vitamingehalt der Milch (antirachitischer Faktor) 
betrachtlich zu steigern. Bei der geringen Penetrationskraft der ultra- 
violetten Strahlen ist deren Wirkung nur durch Vermittlung der Haut 


1 J. Wohlgemuth und N. Sugihara, diese Zeitschr. 163, 260, 1925. 
2 J. Wohlgemuth und T. Ikebata, ebendaselbst 186, 43, 1927. 
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lenkbar. Welche Faktoren dabei die Vermittlerrolle spielen, ist noch 
vanz ungeklart. 

Man konnte sich vielleicht vorstellen, daB unter dem EinfluB 
der ultravioletten Strahlen sich eine Reizsubstanz in der Haut bildet, 
die auf dem Wege der Lymph- und Blutbahn in den ganzen Kérper 
gelangt und so an dem betreffenden Erfolgsorgan (Milchdriise) die 
beobachtete Wirkung auslést. Méglich ist aber auch, da das Vitamin 
(Cholesterinderivat ?) unter der Lichtwirkung sich in der Haut selbst 
bildet, schon als fertiges Produkt in die Milchdriise gelangt und dort 
mit der Milch sezerniert wird. Dieses zu entscheiden, ware nur méglich, 
wenn es eine Methode gabe, feine graduelle Unterschiede im Vitamin- 
gehalt bestrahlter und nicht bestrahlter Haut mit Sicherheit aufzu- 
decken. Die allgemein iibliche Fiitterungsmethode mit rachitischen 
tatten diirfte hierfiir aber kaum ausreichen. Ich habe niich deshalb 
damit begniigt, festzustellen, ob tiberhaupt der Cholesterinbestand der 
Haut unter dem EinfluB verschiedener Lichtarten eine quantitative 
Anderung erfahrt. 

DaB die Haut Cholesterin enthalt, ist bekannt. In der Epidermis 
fand Salkowski'! Cholesterinester, besonders reichlich bei einem Fall von 
Dermatitis exfoliativa. Das Sekret der Talg- und Knaueldriisen ist nach 
Unna und Golodetz* verhaltnismaBig reich an Cholesterinestern. Dem- 
entsprechend darf auch der Gehalt normaler Haut an Cholesterin als nicht 
unbetrachtlich angenommen werden; doch ist zahlenmaBig dariiber bis 
jetzt nichts bekannt. 


Also war es zunachst notwendig, festzustellen, wie groB der Gesamt- 
Cholesteringehalt normaler Haut tiberhaupt ist. 


Als Versuchstiere dienten uns, wie in den bisher im hiesigen Laboratorium 
ausgefiihrten Hautstudien, Meerschweinchen, die aus einer Zucht stammten 
und in der iiblichen Weise mit Gemiiseabfaillen, Heu und etwas Hafer ge- 
fiittert wurden. Die Tiere wurden durch Entbluten getétet, die Haare der 
Riickenhaut mittels einer Haarschneidemaschine abgeschoren und die 
Haut so abgetragen, daB keine Spur von Muskulatur und Unterhautfett- 
gewebe ihr anhaftete. Alsdann wurde die Haut mittels eines mit Ather 
getrinkten Tupfers mehrmals kraftig abgerieben, um anhaftendes Fett 
und Schmutz zu entfernen, mit der Schere in diinne Streifen zerlegt und diese 
wieder in mdéglichst kleine Stiickchen zerschnitten. Diese Art der Zer- 
kleinerung erwies sich uns als die zweckmabigste. Von dem gut durch- 
mischten Material wurde je 1,000 g genau abgewogen, zur Cholesterin- 
bestimmung verwandt und gleichzeitig in einer aliquoten Doppelportion 
der Wassergehalt quantitativ ermittelt. 

Zur quantitativen Bestimmung des Cholesterins bedienten wir uns der 
kolorimetrischen Methode von Autenrieth und Funk, indem wir die ab- 
gewogene Hautmenge mit 10 ccm 25°,iger Kalilauge 5 bis 6 Stunden in 
einem lebhaft siedenden Wasserbad unter Vermeidung eines Wasser- 
verlustes erhitzten, abkiihlten, mit je 10 ccm Chloroform das Hydrolysat 


1 EB. Salkowski, Arbeiten a. d. Pathol. Inst. Berlin, Hirschwald, 1906. 
2 P.G. Unna und L. Golodetz, diese Zeitschr. 20, 469, 1909 
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viermmal extrahierten, die vereinigten Extrakte mit Wasser wuschen, dan 
mit gegliihtem Natr. sulf. trockneten, das Filtrat auf ein bestimmt« 
Volumen auffillten und darin die Cholesterinmenge nach Vorschrift bé« 
stimmten. Der so gefundene Wert Mittelwert aus zwei stets gut tibe: 
einstimmenden Parallelbestimmungen wurde dann, um alle Tiere unter 
einander vergleichen zu kénnen, auf 100 g Trockensubstanz berechnet. 


Das Resultat dieser Untersuchung an vorher nicht belic hteter 
Meerschweinchenhaut findet sich in folgender Tabelle: 


Tabelle I. 





Cholesteringehalt 


Trocken- a 
Nr “—"s ee Wassergehalt substanz neneuaainie 
0 mg-° » 
1 1,10 69,06 30,94 355,53 
2 ‘ 1,24 60,12 39,88 310,93 
3 1,28 64,61 35,39 361.68 
4 1,54 53,26 46,74 329,48 
5 1,34 61,23 38.77 345,65 
6 1,30 57,60 42.40 306,60 
Mittelwert: 1,30 60,98 39,02 334,98 


Aus ihr geht hervor, daB bei diesen Tieren die Cholesterinwerte 


nicht wesentlichen Schwankungen unterworfen sind, so daB der Mittel- 
wert von 334,98 mg pro 100g Trockensubstanz als guter Vergleichs- 
wert gelten darf. 

Alsdann wurden bei mehreren Tieren der gleichen Zucht die Haare 
der Riickenpartie griindlichst entfernt und die Tiere mehrere Tage 
hintereinander von 9 Uhr vormittags bis 4 Uhr nachmittags im Freien 
intensiver Sonnenbestrahlung ausgesetzt, wobei sie sich frei bewegen 
und nach Belieben fressen konnten. Jeden zweiten Tag wurden die 
nachgewachsenen Haare wieder entfernt. Nach 4, 8 und 12 Tagen 
wurden die Tiere durch Entbluten getétet und in der gereinigten und 
gut zerkleinerten Riickenhaut das Cholesterin in der iiblichen Weise 
bestimmt mit folgendem Resultat: 


Tabelle II. 





. Cholesteringehalt 
Troeken- s 


Nr. potty noe Wassergehalt substanz Tre aoe... 
0/9 0, mg-9 9 
1 1,62 59,72 40,28 402,18 
2 2,285 61,73 38,27 597,07 
3 1,90 59,15 40,85 463,16 
+ 1,71 58,43 41,57 411,35 
5 1,80 59,68 40,32 446,43 
6 1,71 59,07 40,93 417,79 
7 1,693 61,88 38, 12 444.12 
Mittelwert: 1,817 59,95 40,05 454,59 
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In dieser Versuchsreihe liegen die Cholesterinwerte simtlich wesent- 
lich héher als in der Kontrollreihe; dementsprechend zeigte auch der 
Mittelwert einen betrachtlichen Anstieg. Es hat somit unter dem EinfluB 
intensiven Sonnenlichtes der Cholesteringehalt der Haut einen wesent- 
lichen Zuwachs erfahren. Dieser Befund gilt aber zundchst nur fiir die 
von Haaren befreite Haut. Ob auch die behaarte Haut in dem gleichen 
Sinne auf Sonnenbestrahlung reagiert, haben wir nicht untersucht. 

In der gleichen Weise studierten wir den EinfluB der ultravioletten 
Strahlen auf den Cholesterinbestand der Haut, indem wir die am 
Riicken geschorenen Tiere mittels der Hanauschen Héhensonne (kleines 
Modell) in einem Abstand von 40 bis 50 em 20 bis 60 Minuten an mehreren 
Tagen bestrahlten. Zwei Tiere gingen uns bei dieser Serie verloren; die 
iibrigen wurden durch Entbluten getétet und in der tiblichen Weise 
weiter verarbeitet. Das Resultat war folgendes: 


Tabelle I1l. 





Cholesteringehalt 


Trocken- 
, 1,000 g Haut enthalt : ' det 
Nr. ca dieieameaie, Wassergehalt substanz Trockensubstanz 
V9 0), mg-"'9 
1 7 56,36 43.64 398,72 
2 1,80 55.91 44.09 408,26 
3 1,5 60,70 39,30 391,86 
4 1,70 60,25 39,75 427.67 
Mittelwert: 1,695 58,30 41,70 406,63 


Auch hier sind die Cholesterinwerte deutlich héher als die der 
Kontrolltiere, wenn auch nicht in dem Ausmah wie bei den Sonnen- 
tieren. Immerhin betrigt hier der Durchschnitt fiir 100 g Trocken- 
substanz 406,63 mg gegeniiber 334,98 mg der Kontrolltiere. 

Fast ohne Wirkung waren die Réntgenstrahlen, die wir in Starke 
von 2 HED auf zwei Tiere wirken lieBen. 


Tabelle IV. 





Cholesteringehalt 


. Trocken- 
: 1,000 g Haut enthalt , 2 der 
Mr. mg Cholesterin Wassergehalt substanz Trockensubstanz 
%% Gl mg- 
1 1,46 61,10 38.90 375,32 
2 1,62 57.10 42,90 377,62 
Mittelwert: 1,54 59.10 40,90 376,47 


Die Werte erheben sich nur um ein Geringes iiber den héchsten 
Wert der Kontrolltiere (361,68 mg-°,,), so daB man, wenn iiberhaupt, 
héchstens von einem ganz schwachen Einflu8 der Réntgenstrahlen auf 
den Cholesterinbestand der Haut sprechen kann. 
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An einer zweiten Serie von Tieren haben wir dann die Versuch 
wiederholt, um festzustellen, ob die Wirkung z. B. der Sonnenstrahle: 
eine rein lokale ist, oder ob sich dieselbe auch an anderen, der Bestrahlung 
nicht ausgesetzten Hautpartien irgendwie auswirkt.  Hierfiir schie: 
uns am zweckmabigsten ein Vergleich der geschorenen und bestrahlte: 
Riickenhaut mit der von den Strahlen nicht getroffenen Bauchhaut 

In einer neuen Serie wurde zunachst wieder der Cholesterin 
durchschnittswert von nichtbestrahlten Tieren beziiglich Riickenhaut 
und Bauchhaut unter Innehaltung obiger Versuchsbedingungen e1 
mittelt. 

Tabelle V. 








Riickenhaat Bauchhaut 
2% «ge wee | St | «fe Ce 
: be ae 
mg- = ) mg- 

1 2.08 61.83 38,17 544,93 208 5967 4033 515,74 
2 2,06 58,35 41,65 49460 268 6340 36,60 732,24 
8 1,50 64,58 3542 423.49 1,70 61.95 38,05 446,78 
4 1,44 64,60 3540 406,78 210 59,30 40,70 515,97 
5 1,80 63,97 36,03 49958 219 64.75 35,25 621,28 


Mittelwert: 1,776 62,67 37,33 473.88 215 61,81 38,19 566,40 


Es zeigte sich, daB der in der ersten Serie gefundene Durchschnitts- 
wert keineswegs als Standardwert zu gelten hat. Offenbar ist der 
Cholesteringehalt je nach Herkunft, Alter und Ernahrung der Tiere 
groben Schwankungen unterworfen. Vielleicht spielen hierbei auch noch 
andere Momente eine Rolle, wie z. B. das Geschlecht der Tiere und 
das Kérpergewicht. Denn soeben hat Sakai! in einer sehr interessanten 
Arbeit aus dem Berner physiologischen Institut gezeigt, daB der Chole- 
steringehalt der Leber und Milz von Ratten sehr vom Kérpergewicht 
der Tiere abhangig ist. Der Durchschnittswert der Riickenhaut liegt 
bei dieser Serie um mehr als 100 mg-°,, héher als bei der ersten Serie 
(334,98 mg-°,,). Auffallend ist, daB in allen Fallen bis auf einen (Nr. 1) 
die Werte fiir die Bauchhaut viel héher liegen als fiir die Riickenhaut 
Vielleicht ist das histologisch bedingt durch den gréBeren Gehalt der 
Bauchhaut an Talg- und Knaueldriisen. 


Die Sonnenbestrahlung wurde hier ebenso durchgefiihrt wie bei 
der ersten Serie, die Tiere zu verschiedenen Zeiten durch Entbluten 
getétet und in der Riicken- und Bauchhaut Cholesterin- und Wasser- 
gehalt gesondert bestimmt. Das Ergebnis findet sich in folgender Tabelle. 


! H. Sakai, diese Zeitschr. 216, 28, 1929. 
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Tabelle VI. 











Riickenhaut Bauchhaut 
be «gf 381 ge | ag 
Ni 33 =53 3 | 23 
= & ES u=S = & a 
-  & = or: - 2 
@ + 
1 1,70 66,12 33,88 501,77 2.29 67.37 32,63 701,81 
2 2.328 63,33 36,67 634,85 2.58 65,22 | 34,78 741,81 
3 2.88 60,06 389,94 721,08 3.14 63,72 | 36,28 865,49 
Mittelwert: 2,10 63.17 36.83 619.23 2.67 


6544 34.56 769,70 
' 


Auch hier sehen wir unter dem Einflu8 der Sonnenstrahlen den 
Cholesteringehalt der Riickenhaut bei zwei Tieren deutlich ansteigen, 
wahrend er bei einem Tier keine Anderung erfahrt. Gleichzeitig nimmt 
auch der Cholesteringehalt der nicht bestrahlten Bauchhaut zu, und 
zwar fast entsprechend dem Cholesterinanstieg in der Riickenhaut. 

; : _. |. Cholesterin der Bauchhaut - 

Denn wenn wir das Verhaltnis der nicht 
Cholesterin der Riickenhaut 
bestrahlten Tiere und der bestrahlten berechnen, so ergibt sich in dem 
einen Falle 1,19, im anderen 1,24. Auch bei dem Tier Nr. 1, dessen 
Cholesteringehalt in der Riickenhaut dicht an der Héchstgrenze der 
Kontrollgruppe liegt, zeigt die Bauchhaut einen sehr hohen Chole- 
sterinwert. Vielleicht ist auch bei diesem Tiere der Cholesteringehalt 
beider Hautpartien anfainglich erhéht gewesen, hat sich dann aber sehr 
bald wieder ausgeglichen. 


Mit Héhensonne bestrahlten wir in dieser Serie nur ein Tier mehrere 
Tage hintereinander mit der Wirkung, daB der Cholesteringehalt der 
Riickenhaut 574,27 mg-°,,, der der Bauchhaut 815,22 mg-°, betrug, 
also auch hier eine Steigerung gegeniiber den Kontrolltieren. Mit 
Réntgenstrahlen haben wir keine weiteren Versuche mehr angestellt. 


Unsere Versuche zeigen somit, daB die Wirkung der Strahlen nicht 
bloB eine lokale ist, sondern daB sie sich auch gleichzeitig an nicht 
bestrahlten behaarten Partien der Haut in dem gleichen Ausmab 
auswirkt, wie an den von Haaren befreiten und bestrahlten. Wie dieser 
Effekt zustande kommt, ist noch unklar. Man kénnte sich vielleicht 
vorstellen, daB durch die Lichtstrahlen ein Reiz auf die Hautzellen 
ausgeiibt wird, der sich auch den nicht bestrahlten Partien mitteilt, 
und der entweder dazu fiihrt, daB die Hautzelle mit einer gesteigerten 
Cholesterinproduktion antwortet oder sie veranlaBt, Cholesterin aus 
dem Blute abzufangen und in ihrem Protoplasma zu speichern. Dariiber 


k6nnen nur weitere Versuche die Entscheidung bringen. 








238 S. Kawaguchi: 


Im AnschluB an diese Untersuchungen haben wir noch weite: 
geprift, wie die Bestrahlung der Haut auf ihre biologische Zusammen 
setzung wirkt. Das nach intensiver Bestrahlung in der Haut auftretend: 
Erythem ist von den ersten Autoren, die sich mit diesem Problem 
befaBten, so gedeutet worden, daB sie die Entstehung eines Stoffes 
unbekannter Zusammensetzung aunahmen. Erst 7h. Lewis und F. M 
Harmer! auBerten den Gedanken, daB es sich hierbei wahrscheinlic} 
um die Bildung einer histaminahnlichen Substanz handele. In de: 
Tat konnte dann spater K. FE. Harris? zeigen, daB in der normalen 
Haut von Meerschweinchen und auch von Menschen histaminahnliche 
Stoffe anzutreffen sind. 

Ich habe nun auf Veranlassung von Herrn Prof. Wohlgemuth 
untersucht, ob unter dem EinfluB verschiedener Lichtstrahlen de: 
Gehalt der Haut an Histamin zunimmt. Nach Abschlu®B unserer Ver- 
suche wurden wir auf die interessante Arbeit von Fr. Ellinger® auf- 
merksam, der im AnschluB ,an die Entstehung eines den Blutdruck 
senkenden und den Darm erregenden Stoffes aus Histidin durch Ultra- 
violettstrahlung’’ auch iiber die Entstehung von Histamin in der 
Meerschweinchenhaut nach Belichtung berichtet. 

Ich ging bei meinen Versuchen so vor, da®B ich zunaichst mit un- 
bestrahlten Meerschweinchen arbeitete. Die Riickenhaut eines unmittelbar 
vor dem Versuch durch Entbluten getéteten Tieres wurde von Haaren 
befreit, mit der Schere in kleinste Stiicke zerlegt und in der Reibeschale 
mit physiologischer Kochsalzlésung im Verhialtnis 1:5 griindlichst bis zu 
einem fast homogenen Brei zerrieben. Dann wurde scharf zentrifugiert und 
der iiberstehende, milchig triibe Extrakt am isolierten Meerschweinchendarm 
in der Trendelenburgschen Versuchsanordnung auf seine kontrahierende 
Wirkung gepriift. Zur Verwendung kamen stets etwa 3cm lange Darm- 
stiickchen aus dem mittleren Jejunumabschnitt eines kurz zuvor durch 
Entbluten getéteten Meerschweinchens. Sie wurden sofort in ein mit 
einem Heberansatz versehenes Gefi8 iibertragen, dai 100 ccm Tyrode- 
lésung enthielt, durch die standig Sauerstoff aus einer Bombe hindurch- 
perlte; Wasserbadtemperatur 39°C. Die Darmkontraktionen wurden 
mittels Hebels auf dem Kymographion registriert. Auf die Wiedergabe 
der gewonnenen Kurven sei aus Riicksicht auf den beschrankten Raum 
verzichtet und nur so viel gesagt, daB in allen Fallen, in denen eine erheblich 
verstarkte Wirkung konstatiert wurde, der Kurvenanstieg mindestens 
doppelt so hoch war wie mit dem Extrakt eines Kontrolltieres und von 
mindestens dreimal so langer Dauer. Fiir jeden Versuch wurden erst 0,5, 
dann 1,0cem Extrakt verwendet. 

Normale, vorher nicht bestrahlte Meerschweinchen lieferten stets 
Extrakte, die eine deutliche, aber nicht sehr kraftige Darmkontraktion 


1 Th. Lewis und J. M. Harmer, Journ. f. the study of the circulation 
14, 11, 1927. 

2 K. E. Harris, ebendaselbst 14, 161, 1927. 

3 Fr. Ellinger, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 186, 129, 1928. 
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auslésten. Um nun festzustellen, ob autolytische Vorgiinge im Extrakt 
von EinfluB auf seine Wirkung sind, wurde der Extrakt geteilt und ein 
feil unter Toluol im Brutschrank, ein anderer unter Toluol im Eis- 
schrank bis zum nachsten Tage stehengelassen und dann mit beiden 
Portionen noch einmal der Versuch wiederhelt. Das Resultat war das 
gleiche wie am Tage zuvor, die Wirkung der aufbewahrten Extrakte 
war nicht geringer geworden. 

Dann wurden drei Tiere an verschiedenen Tagen der natiirlichen 
Sonnenbestrahlung ausgesetzt, nachdem zuvor die Riickenhaut von 
Haaren befreit war; ein Tier wurde nach dreistiindiger Bestrahlung 
durch Entbluten getétet, die anderen beiden Tiere, nachdem sie mehrere 
Tage hintereinander belichtet worden waren. Auch hier arbeiteten wir 
stets mit Hautextrakten in physiologischer Kochsalzlésung im Ver- 
haltnis 1:5. Dabei zeigte sich kein wesentlicher Unterschied, ob die 
Tiere nur einmal oder mehrere Tage hintereinander in der Sonne ge- 
sessen hatten. In jedem Falle lésten die Extrakte wesentlich kraftigere 
und viel langer anhaltende Darmkontraktionen aus als die Extrakte 
der Kontrolltiere. 

Mit ultraviolettem Licht wurden in der angegebenen Weise (s. oben) 
ebenfalls drei Tiere bestrahlt, ein Tier nur einmal, zwei Tiere zwei- bzw. 
dreimal in Zwischenriumen von je 48 Stunden. Hier war das Ergebnis, 
daB nur das erste Tier einen besonders stark wirksamen Extrakt lieferte, 
der Extrakt des zweiten Tieres weniger wirksam war, aber doch starker 
als die Kontrolle, und das dritte Tier sich wie ein Kontrolltier verhielt. 

Mit Réntgenstrahlen behandelten wir nur ein Tier; es bekam eine 
2 HED und wurde 3 Stunden nach der Bestrahlung durch Entbluten 
getétet. Der Extrakt der Riickenhaut verhielt sich wie der eines 
Kontrolltieres. 

Unsere Versuche haben also ergeben, dai wisserige Extrakte 
aus Riickenhaut von drei mit natiirlichem Sonnenlicht bestrahlten 
Meerschweinchen sehr kraftige und lang anhaltende Kontraktionen 
am Meerschweinchendarm auslésten, von den mit kiinstlicher Héhen- 
sonne bestrahlten Tieren nur eins einen sehr stark wirksamen Extrakt 
lieferte, ein zweites einen viel schwacheren, wahrend Réntgenstrahlen 
ohne EinfluB zu sein scheinen. 

Diese Resultate stehen in guter Ubereinstimmung mit den von 
Ellinger mitgeteilten. Zwar hat Ellinger in beiden Fallen, wo er die 
Wirkung von Hautextrakten bestrahlter und nicht bestrahlter Meer- 
schweinchen am isolierten Darmstiick verglich, keinen Unterschied 
feststellen kénnen. Dagegen erwiesen sich die Extrakte von drei mit 
Ultraviolett bestrahlten Tieren bei ihrer Priifung auf Blutdrucksenkung 
den Kontrollen wesentlich tiberlegen, wihrend bei sieben Tieren das 
Resultat ein negatives war. 


‘ 
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Neben der bestrahlten Riickenhaut haben wir gleichzeitig au 
die unbestrahlte Bauchhaut auf ihre darmkontrahierende Wirkun. 
geprift und einen nahezu vollkommenen Parallelismus feststelle 
kénnen. Denn fast in allen den Fallen, in denen die Riickenhaut eine 
besonders wirksamen Extrakt lieferte, war auch die Bauchhaut vik 
wirksamer als die Kontrolle. Wo die Riickenhaut kein anderes Ver 
halten als die des Kontrolltieres zeigte, fiel auch die Wirkung der Bauc! 
haut dementsprechend schwach aus. 


Zusammenfassung. 

1. Der Gesamt-Cholesteringehalt der Meerschweinchenhaut hal: 
sich bei Tieren von gleichem Alter, gleicher GréBe und gleicher EF: 
nahrung in ziemlich engen Grenzen. 

2. Das Cholesterin ist nicht gleichmaBig iiber die einzelnen Haut 


partien verteilt; die Bauchhaut enthalt stets mehr Cholesterin als dic 


Riickenhaut. 

3. Nach intensiver Bestrahlung mit natiirlichem Sonnenlicht steigt 
der Cholesteringehalt der Haut sehr betrachtlich an; nicht so stark ist 
die Wirkung des ultravioletten Lichtes, wihrend Réntgenstrahlen ohne 
EinfluB auf den Cholesterinbestand sind. 

4. Der Cholesterinanstieg in der Haut ist nicht allein auf die 
bestrahliten Partien beschrankt, sondern in der nicht bestrahlten Bauch- 
haut ist meistens die Cholesterinmenge ebenso erhéht wie in der h« 
strahlten Riickenhaut. 

5. Im wasserigen Extrakt von Meerschweinchenhaut ist eine 
Substanz (Histamin) enthalten, die befahigt ist, am isolierten Darmstiick 
(Trendelenburg) maBige Kontraktionen auszulésen. Nach langdauernde: 
intensiver Bestrahlung mit natiirlichem Sonnenlicht ist diese Substanz 
in sehr verstarktem MaBe in der bestrahlten Hautpartie anzutreffen 
nicht immer nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht, wahrend 
Roéntgenstrahlen ohne EinfluB zu sein scheinen. Der Bestrahlungs- 
effekt wirkt sich indes nicht bloB an der bestrahlten Riickenhaut 
aus, sondern auch die unbestrahlte Bauchhaut desselben Tieres zeigt 
meist eine der Wirkung der Riickenhaut entsprechende Zunahme ihrer 
darmkontrahierenden Fahigkeit. 
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Uber das Verhalten des Gesamtcholesterins im Blute. 
Von j 
S. Kawaguchi. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Marz 1930.) 


Das Blut ist bestrebt, sein Cholesterinniveau stets in der gleichen 
Hohe zu halten. Etwaige Tagesschwankungen, die bedingt sind durch 
eine reichliche Cholesterinzufuhr, werden sehr schnell wieder aus- 
geglichen. Das gilt insbesondere fiir den Menschen und fiir den Hund. 
Bei pflanzenfressenden Tieren, bei denen die Nahrung im Hinblick 
auf den dauBerst geringen Cholesteringehalt nur von ganz schwachem 
EinfluB sein konnte, waren a priori kaum irgendwelche Schwankungen 
zu erwarten. Damit stimmen auch die Beobachtungen von Horiuchi! 
iiberein, der nur sehr geringe Tages- und Wochenschwankungen im 
Fettgehalt des Kaninchenblutes feststellen konnte. Setzt man die 
Angabe von Bloor? und verschiedenen anderen Autoren als richtig 
voraus, daB Fett und Cholesterin sich im Blute gewéhnlich gleichsinnig 
andern, so muBte der Befund von Fleisch? iiberraschen,. der beim 
Kaninchen gelegentlich fand, daB der Petrolitherextrakt des Blutes 
also das Gemisch von Fett + Cholesterin recht betrachtlichen 
Schwankungen, bis zu 50°, und dariiber, ohne jede duBere Beeinflussung 
innerhalb 1 bis 3 Stunden unterliegen kann. Da die Nahrung als solche 
hierbei kaum eine Rolle spielen kann, wird man zu der Annahme ge- 
dringt, daB bei diesem Vorgang die in den Organen, speziell in der 
Leber deponierten Fettsubstanzen nebst Cholesterin hierfiir von aus- 
schlaggebender Bedeutung sind insofern, als sie auf irgendeinen Impuls 
hin von der Leber an das Blut abgegeben werden kénnen. Fiir eine 


V. R. Bloor, ebendaselbst 49, 201, 1921. 


Y. Horiuchi, Journ. of biol. Chem. 44, 345, 1920. 
Ww 
A. Fieisch, diese Zeitschr. 177, 461, 1926. 
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solche Annahme sprache auch die von Fleisch weiter festgestellte Tat- 
sache, dafB das auf die Leber im Sinne einer Ausschiittung wirkende 
Adrenalin, in groBer Menge angewandt, einen starken Anstieg des 
Petrolatherextrakts im Blute bedingt, und daB auch ein parasympathi- 
sches Gift, das Acetylcholin, ein betrachtliches Ansteigen dieses Anteils 
hervorruft. Léw und Pfeiffer haben dann gezeigt, daB beim Kaninchen 
schon verhaltnismaBig kleine Dosen von Adrenalin (0,2 mg pro Kilo- 
gramm) einen Cholesterinanstieg im Blute nach 2, spitestens 4 Stunden 
bewirken. Beim Hunde scheinen die Verhaltnisse anders zu liegen. 
Denn Alpern und Tutkewitsch? fanden, daB bei gefiitterten Tieren 
Adrenalin eine Abnahme des Gesamt- und Neutralfettes im Blute zur 
Folge hat, wahrend hungernde Tiere bald mit einem geringeren Anstieg, 
bald mit einem Absinken auf den Adrenalinreiz antworten. 


Wenn unsere Annahme richtig war, daB bei den an Kaninchen 
gemachten Beobachtungen die Leber als Fett und Cholesterin 
speicherndes Organ eine wesentliche Rolle spielt, so muBte es gelingen, 
auch auf anderem Wege die Leber zu einer Ausschiittung von Chole- 
sterin zu bewegen. Eine solche Méglichkeit war gegeben durch die 
Unterbindung des Pankreasganges. Denn Wohlgemuth und seine Mit- 
arbeiter® haben gezeigt, daB, wenn man einem Tiere den Pankreasgang 
unterbindet und so dafiir sorgt, daB das ganze Pankreassekret statt in 
den Darm auf dem Wege iiber die Vena pancreaticoduodenalis in die 
Leber iibertritt, die Leber ihren ganzen Glykogenvorrat ausschiittet 
und der Zucker im Blute ansteigt. Gleichzeitig gibt auch die Leber 
Harnstoff und Fibrinogen in groBer Menge an das Blut ab, und dieser 
Anstieg halt so lange an, wie das Pankreas noch Sekret produziert. 
Erst mit dem Nachlassen der Sekretion kehren auch die vermehrten 
Bestandteile des Blutes wieder zur Norm zuriick. Man konnte nun 
daran denken, da8 durch den kraftigen Impuls des Pankreassekrets auf 
die Leber auch ein Teil des in der Leber deponierten Cholesterins aus- 
geschwemmt wird. Dann miibte nach Pankreasgangunterbindung der 
Cholesteringehalt des Blutes ansteigen. Allerdings war bei diesem 
Experiment nicht mit derselben Sicherheit auf einen Erfolg zu rechnen 
wie beispielsweise beim Blutzucker. Denn daB die Uberschwemmung 
der Leber mit Pankreassekret zu einer Glykogenverarmung in der 
Leber und damit zu einer Zuckerausschiittung fiihren muB, ist eine 
notwendige Folge der groBen im Pankreassekret enthaltenen Diastase- 


1 A. Léw und R. Pfeiffer, diese Zeitschr. 198, 276, 1928. 

2 D. Alpern und L. Tutkewitsch, ebendaselbst 215, 319, 1929. 

3 J. Wohigemuth, Berl. klin. Wochenschr. 1913, Nr. 8; Wohlgemuth 
und Fukushi, Virchows Arch. 218, 249, 1914; Wohlgemuth und Mochizuki, 
Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 29, S. 1320. 
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mengen. Eine Glykogenverarmung der Leber fiihrt aber, wie R. Rosen- 
feld gezeigt hat, zwangsmaBig zu einer Fettanhaufung in den Leber- 
zellen, und da das Cholesterin in sehr naher Beziehung zum Fett steht 
man nimmt an, daf zu einer Fettablagerung in der Zelle stets 
Cholesterin erforderlich ist —-, so war nicht ausgeschlossen, daB die 
Pankreasunterbindung die entgegengesetzte Wirkung auf das Leber- 
cholesterin haben kénnte. Immerhin schien es uns doch der Miihe 
wert, diesen experimentellen Gedanken an einer Reihe von Kaninchen 
zu verfolgen. 

Bei unseren Versuchen gingen wir so vor, daB wir bei den Tieren vor 
der Operation mehrmals in kurzen Intervallen den Cholesterinniichternwert 
im Blute bestimmten. Die Cholesterinmengen im Kaninchenblut sind sehr 
gering. Deshalb verwandten wir fiir jede Bestimmung stets 2,0 ccm frisches 
Blut und fiihrten stets Doppelbestimmungen aus nach der Methode von 
Autenrieth-Funk. 

Die Blutcholesterinmengen beim Kaninchen schwanken zwischen 
50 und 80 mg-°,. Wir begegneten aber auch Tieren, bei denen das Chole- 
sterin iiber 140 mg-°, betrug. Anfanglich konnten wir keine Erklirung 
fiir diese ganz aus der Reihe fallenden Werte finden. Erst spater kamen 
wir dahinter, daB bei diesen Tieren Graviditaét vorlag. In einem Falle 
betrug der Cholesteringehalt, kurz nachdem das Tier geworfen hatte, etwa 
150 mg-°,,. Von da ab haben wir stets mannliche Tiere zum Versuch ver- 
wandt. 

Die Unterbindung und Durchschneidung des Pankreasganges wurde 
stets in Athernarkose vorgenommen und danach, so oft wie méglich, der 
Cholesteringehalt des Blutes bestimmt. 


Im ganzen wurden sechs Kaninchen im Gewicht von 2,5 bis 3 kg 
untersucht. Bei einem Tiere blieb der erwartete Effekt nicht nur nicht 
aus, sondern die Cholesterinmenge im Blute sank gleich nach der Unter- 
bindung von 72 auf 62 mg-°,, und erreichte erst nach 7 Tagen das 
Anfangsniveau. Bei einem zweiten Tiere blieb der Cholesterinwert 
zunachst fast unveraindert (82 bis 85 mg-°,,), um danach stark ab- 
zusinken (bis auf 53,5 mg-?,,). Bei einem dritten Tiere wat auch nur 
eine ganz geringe Schwankung nach der Unterbindung zu beobachten 
(vorher 72, nachher 77 mg-°,). 

Die drei anderen Tiere dagegen zeigten das erwartete Ergebnis: 
ein deutliches Ansteigen des Cholesterins im Blute nach der Unter- 
bindung. Bei dem ersten Tiere stieg der Wert von 65 mg-°,, am ersten 
Tage nach der Operation auf 77 mg-"., ging am zweiten wieder auf 
72 mg-°,, und am dritten und vierten Tage auf 65 mg-°,, zuriick. Das 
zweite Tier hatte in der Vorperiode 59 mg-°,, 2 Tage nach der 
Operation 70,5 mg-°,, und am dritten Tage schon wieder 59 mg-".,. 
Beim letzten Tiere haben wir den Effekt der Unterbindung am Gesamt- 
blut und am Serum gesondert verfolgt und sind zu folgenden Resultaten 
gekommen: 
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Tabelle I. 





Gesamtblut | Serum 
mg-°/» mg-°} 9 
WOE 6.5.56 rear aie wea 56,5 50 

Unterbindung des Pankreasganges 

Eg ee ere 80,0 69,5 

“ie ae OS ia ale eh ee eee 92,5 56,5 

ee a” 86,5 55,0 

a ee gk 81.0 48,0 

‘~. =e 78,0 48,0 

ee 76,5 48.0 


In diesem Falle ist also die Wirkung der Gangunterbindung eine 
besonders eklatante, und sie halt auch sehr lange an. Bemerkenswert 
dabei ist, daB fast der ganze Uberschu8 des Cholesterins sich in den 
Blutkérperchen findet und nur zu Anfang auch das Serum etwas mehr 
Cholesterin aufweist als in der Vorperiode. 

Unsere Erwartung, daB nicht bei allen Tieren die Gangunterbindung 
zu einem Cholesterinanstieg im Blute zu fiihren braucht, hat sich somit 
bestatigt. Ob aber die von uns hierfiir gegebene Erklarung, dab infolge 
Glykogenschwunds Fett und Cholesterin in der Leberzelle so fest 
gehalten werden, daB der durch das Pankreassekret gesetzte Impuls 
nicht ausreicht, um diese Bindung zu lésen und das Cholesterin auszu- 
schwemmen, zutrifft, bleibt natiirlich durchaus fraglich. Man kénnte sich 
ja auch denken, da& der jeweilige Ernahrungszustand der Tiere und der 
davon abhangige Fiillungsgrad der Leber mit Cholesterin hierbei eine 
Rolle spielt. 

Wir haben an allen Tieren noch iiber viele Wochen hinaus den 
Cholesteringehalt des Blutes kontrolliert und gleichzeitig den Blut- 
zucker bestimmt, von der Uberlegung ausgehend, da8 im Falle einer 
inzwischen eingetretenen Sympathicotonie, die mit einer gesteigerten 
Adrenalinmenge im Blute einherzugehen pflegt (Wohlgemuth und Seo!), 
auch die Cholesterinmenge im Blute gesteigert sein kénnte. In keinem 
Falle aber fanden wir diesen Gedanken bestatigt, selbst in dem Falle 
nicht, wo das Tier den auBerordentlich hohen Blutzuckerwert von 
0,226°,, aufzuweisen hatte. 

Hiernach schien es uns geboten, die Wirkung des Adrenalins in 
besonderen Versuchen zu studieren, zumal sich zwischen den Befunden 
von Fleisch und von Léw und Pfeiffer insofern ein Widerspruch findet, 
als ersterer nur bei sehr groBen Adrenalindosen eine Vermehrung der 
Petrolatherfraktion beobachtet, wahrend letztere schon nach kleinen 


1 J. Wohlgemuth und T.Seo, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 30; diese 
Zeitschr. 163, 271, 1925. 
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\drenalindosen einen Anstieg des Cholesterins im Blute feststellen 
konnten. 

Wir gingen so vor, daB wir zunachst die Wirkung kleiner Dosen 
von Adrenalin (0,2 mg pro Kilogramm Kérpergewicht) priiften. Den 
Kaninchen wurde niichtern aus der Ohrvene Blut entnommen und 
unmittelbar darauf die entsprechende Menge Adrenalin, verdinnt mit 
etwas physiologischer Kochsalzlésung, subkutan verabfolgt. Es wurden 
im ganzen sieben Versuche angestellt mit folgendem Ergebnis: 


Tabelle II. 
Gesamtcholesterin im Blute in Milligrammprozent. 





Versuch Vor Injektion 2 Std. nach Injektion 4 Std. nach Injektion 
1 74,5 74,5 75,0 
2 47,5 49,0 44.0 
3 68.5 65,0 68,5 
4 65,0 66,5 65,0 
5 59,0 72,0 55,5 
6 67,0 68,5 67,0 
7 72,0 69.4 70.3 


Unter sieben Versuchen hat sich somit in einem einzigen Falle 
(Nr. 5) eine maBige Erhéhung des Blutcholesterins nach Adrenalin 
gezeigt. 

Um nichts besser fielen die Versuche aus, bei denen wir | mg 
Adrenalin pro Kilogramm Kérpergewicht verabfolgten. 


Tabelle Ill. 


Gesamtcholesterin im Blute in Milligrammprozent. 





2 Std. 4 Std. 24 Std. 


Versuch Vor Injektion nach Injektion nach Injektion nach Injektion 
1 75,5 68,5 75.5 75,5 
2 72,0 56,0 57,0 _— 
3 95,0 95,0 87,0 70,0 
4 83,8 85,5 82,0 65,0 


In keinem Falle sehen wir eine Steigerung des Cholesteringehalts ; 
eher kommt in drei Versuchen die Tendenz der Abnahme zum Ausdruck. 

Endlich haben wir noch die Wirkung des Acetylcholins in vier 
Versuchen gepriift, das nach Fleisch, in starker Dosis (15 mg) an- 
gewandt, eine Erhéhung des Petrolaitherextrakts hervorruft. Die von 
uns zu den Versuchen benutzten Kaninchen hatten durchschnittlich 
ein Gewicht von 3kg; wir verabfolgten ihnen 5 mg pro Kilogramm 
Kérpergewicht in physiologischer NaCl-Lésung subkutan mit folgendem 
Ergebnis: 
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Tabelle IV. 


Gesamtcholesterin im Blute in Milligrammprozent. 





4 Vor 30 Min. 1 Std. 1!/, Std. 2 Std. 24 Std. 
Versuch Injektion nach Injekt. nach Injekt. nach Injekt. | nach Injekt. nach Injek 
1 $7.0 85,5 85,5 82.0 82,0 88,5 
2 62,0 62,0 59,0 59,0 59,0 62,0 
3 97,0 95,0 96,0 93,5 88,5 91,0 
4 75,5 72.0 70.5 74,0 63,5 = 


Man sieht auch hier nicht den geringsten Effekt auf den Chole. 
sterinbestand des Blutes. Das schlieBt aber keineswegs aus, daB die 
von Fleisch erhobenen Befunde doch zu Recht bestehen; diese beziehen 
sich dann aber nur auf das Fett, nicht auf das Cholesterin. 


Zusammenfassung. 


1. Der Cholesteringehalt des Blutes normaler Kaninchen schwankt 
zwischen 50 und 80 mg-°,,. In der Schwangerschaft und unmittelbar 
nach dem Wurf kann der Wert bis fast auf das Dreifache steigen. 

2. Die Unterbindung des Pankreasganges fiihrte in 50°, der Faille 
zu einer Ausschiittung des Cholesterins aus der Leber und zu einem 
Anstieg des Cholesterins im Blute. Dieser Zuwachs an Cholesterin ist 
in der Hauptsache in den roten Blutkérperchen anzutreffen. 

3. Weder kleine (0,2 mg pro Kilogramm) noch groBe (1,0 mg pro 
Kilogramm) Dosen von Adrenalin sind imstande, die Cholesterinmenge 
im Blute zu steigern. 

4. Auch Acetylcholin ist ohne Wirkung auf den Cholesteringehalt 
im Blute. 


Berichtigung. 


In der Mitteilung von G. Pfeiffer, diese Zeitschr. 220, 61, 1930, 
muB es heiBen: 

bei Punkt 3 (Zeile 7): Cholesterinestergehalt statt Cholesteringehalt 
und bei Punkt 4 ( Zeile 8) ebenfalls: Cholesterinestergehalt statt. Chole- 
steringehalt. 
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